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RESUMO

Objetivou-se com o estudo a caracterizagdo e avaliagdo molecular da carne de
novilhas cruzadas destinadas ao mercado de carne nobre. Foram utilizadas
amostras do musculo Longissimus dorsi de 148 novilhas Angus x Nelore com
cerca de 13 meses de idade, terminadas em dois sistemas de produgéo
(Confinamento e Semiconfinamento). Foram realizadas avaliagbes quali-
guantitativas da carcaca e da carne sem e apoOs sete dias de maturacao.
Amostras biolégicas dos musculos foram utilizadas para extracdo de DNA.
Baseando-se nos dados das andlises fenotipicas de avaliacdo de carcaca e de
gualidade de carne, dois polimorfismos do gene FABP (Proteina de ligacao de
acidos graxos) foram selecionados para estudo de associagdo com
caracteristicas de producéo. Para caracterizacdo das carcacas e da carne foi
utilizado o procedimento Univariate do SAS. As carcacas e a carne das
novilhas foram avaliadas em funcéo do sistema de terminagdo (Confinamento
ou Semiconfinamento) em um modelo linear com o procedimento GLM do SAS.
Nos estudos de associacéo, o efeito de cada marcador sobre as caracteristicas
fenotipicas estudadas foi analisado utilizando-se o procedimento General
Linear Model (GLM) do programa estatistico SAS. Observou-se diferenca
significativa (P<0,05) nas caracteristicas de carcacas e carne nos dois sistemas
avaliados. O confinamento produziu carcacas mais pesadas, com melhor
conformacdo e espessura de gordura subcutanea (P<0,05). No entanto, o
semiconfinamento produziu carcacas mais jovens. A carne de novilhas
confinadas apresentou melhor coloracdo e maciez (P<0,05). Observou efeito
aditivo do gene FABP3 com comprimento de carcaca (P<0,0289) e MAR
(P<0,0179) e do FABP4 com comprimento de carcaga (P<0,0465) e Hue
(P<0,0030). Sistemas de confinamento s&o mais apropriados que
semiconfinamento para a producdo de novilhas que apresentem carcacas e
carne de qualidade superior, em especial a maciez. Os SNPs FABP3-G/A e
FABP4-C/G apresentaram efeito sobre as caracteristicas da carcaga e da
carne, o que é indicativo do potencial dos mesmos para uso em processos de
selecdo de animais superiores para caracteristicas de carcaca e carne.

Palavras-chave: avaliacdo de carcaca, bovino de corte, FABP3, FABP4,

gualidade da carne.
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ABSTRACT

The objective of the study was the molecular characterization and evaluation of
crossbred beef heifers intended for prime beef meat market. Samples of the
Longissimus dorsi muscle from 148 Angus x Nelore heifers slaughtered
around13 months of age were used. The animals were finished under two
production systems (feedlot or pasture plus concentrate). Carcass evaluations
and meat quality analisis were carried out in samples without and after seven
days of aging. Biological samples of muscle were used for DNA extraction.
Based on the data analysis of phenotypic evaluation of carcass and meat
guality, two polymorphisms of the gene FABP (fatty acid binding protein) were
selected for association study with production characteristics. SAS Univariate
procedure was used for characterization of the carcasses and the meat .
Carcasses and meat of heifers were evaluated according to the fattening
system (feedlot or pasture plus concentrate) in a linear model with the GLM
procedure of SAS. The systems evaluated showed differences (P<.05) in
carcass traits and meat quality. Feedlot produced heavier carcasses with better
conformation and higher fat thickness. However, the pasture plus concentrate
systemproduced younger animals. Heifers finished under feedlot showed better
color and higher tenderness. There was additive effect of gene FABP3
(P<.05)on carcass length and marbling and additive effect of FABP4 on carcass
length and Hue. Feedlot systems are more appropriate than pasture plus
concentrate for producing heifers presenting superior carcasses and
meatqualities, in particular tenderness. SNPs FABP3-G/A and FABP4-C/G
showed effect on carcass and meat quality, and might be useful in selection

programs aiming better animals for carcass and meat quality.

Key-words: beef cattle, carcass evaluation, FABP3, FABP4, meat quality.



CAPITULO 1 - CONSIDERACOES GERAIS

1. INTRODUCAO

O mercado da carne bovina no Brasil passou por profundas
transformacdes nas Ultimas décadas, tanto que desde 2008 lidera o ranking de
maior exportador de carne bovina (MAPA, 2016). Considerando a importancia
das exportacbes de carne bovina in natura para a agroinddstria brasileira,
melhorias relacionadas a qualidade da carne teriam impacto positivo a imagem
e aos valores pagos pela carne bovina brasileira (BONIN, 2008).

Entretanto, a qualidade da carne € complexa e depende de diversos
fatores inerentes ao animal como genética, idade, sexo, manejos aplicados na
propriedade, ante e apds o abate e ainda do processamento da carcaca e da
carne (PAULINO, 2013). Esses fatores em conjunto afetam diretamente as
propriedades fisico-quimicas da carne e alteram ou determinam sua aparéncia
e sensacao gustativa (cor, maciez, sabor, odor e suculéncia).

Ademais, caracteristicas como maciez e marmoreio sdo cada vez mais
exigidas e valorizadas pelos consumidores que estdo dispostos a pagar um
preco diferenciado por essa qualidade (SOUZA et al.,, 2010). Assim, com 0
mercado mais exigente, ha a necessidade de que todos os elos da cadeia
produtiva colaborem para producdo de produtos com graus diferenciados da
gualidade.

No entanto, aspectos quantitativos e qualitativos da carcaca e da
carne, pelas dificuldades inerentes a coleta dos dados, sdo dificeis de serem
avaliados em programas de melhoramento genético. Assim, marcadores
moleculares podem ser empregados para a selecdo de individuos com
genodtipos e fendtipos que atendam as exigéncias de mercado e facilite a
escolha de ragas, cruzamentos e de animais dentro de um mesmo rebanho, a
fim de diminuir a variabilidade entre as caracteristicas de qualidade da carne
existentes entre 0s animais.

Esta variabilidade existente na qualidade de carne bovina ndo é

desejada em produtos voltados ao mercado de carnes nobres, que anseia por



uma constancia no padrdo de qualidade dos produtos. Desta maneira, a
utilizacdo de marcadores moleculares para escolha da matéria prima, no caso
0s animais, podem significar um grande avanco na busca por qualidade dos
produtos, economizando tempo e investimento financeiro, j& que apenas
animais que se enquadrassem nos padrbes de qualidade desejados seriam
recriados, dispensando o investimento desnecessario em animais de baixa
qualidade, que somente atrasariam e encareceriam o ciclo de produgéo.

Diante do exposto, foi proposto o estudo para caracterizar e avaliar a
gualidade de carne de novilhas destinadas ao mercado de carnes nobres

utilizando metodologias qualitativas e moleculares.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Mercado da carne bovina

Segundo a Associacdo Brasileira das Industrias Exportadoras de
Carne — ABIEC, o Brasil tem no mercado interno o principal destino de sua
producdo. Sendo que, a carne produzida é destinada ao mercado commodity,
com baixo valor agregado (LEONELLI & OLIVEIRA, 2016).

Um dos grandes problemas enfrentados na cadeia produtiva é a falta
de padronizagdo do produto final. A falta de uniformidade na idade ao abate
dos animais, cobertura de gordura e marmorizacdo da carne reflete em efeitos
diretos na maciez e palatabilidade do produto, sendo um dos grandes
responsaveis pela variabilidade existente na qualidade da carne produzida
(ARRIGONI et al., 2004). A menor qualidade do produto oferecido, em relacao
a qualidade observada em outros grandes mercados mundiais, gera um
declinio na remuneracédo do produto brasileiro.

No entanto, a crescente exigéncia do mercado consumidor por carne
bovina com atributos de qualidade vem impulsionando a cadeia produtiva a
buscar melhorias nos setores de producdo, industrializacdo e comercializacao,
a fim de oferecer um produto que possa atender as exigéncias dos
consumidores e 0s mais variados nichos de mercados.

Um nicho de mercado diferenciado, o mercado da carne bovina
premium, vem atraindo alguns produtores brasileiros a investir na produgao de
animais com caracteristicas que atendam a este conceito. De acordo com
Siqueira et al. (2015), a carne premium possui qualidade superior, com cortes
diferenciados aos comumente encontrados em mercados e acougues, maior
valor agregado, que atenda normas de sanidade e higiene, reducéo da idade
de abate e atributos de qualidade desejados pelos consumidores como maciez,
textura, marmoreio, sabor entre outros.

Esse é um mercado promissor, entretanto, como €é formado por
consumidores mais exigentes, que estdo dispostos a pagar um preco
diferenciado desde que recebam uma carne de melhor qualidade, ha a

necessidade de investimentos tecnol6gicos e comprometimento de todos os
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elos da cadeia produtiva para garantir que essa qualidade superior seja obtida
em todos os animais abatidos e que seja uniforme ao longo do tempo.

Produzir carne considerada premium € deixar de ser produtor de
commodities (SIQUEIRA et al. 2015) e ofertar produtos diferenciados,
padronizados e com qualidade (HADLICH, 2013). Neste contexto, a
padronizacdo da matéria prima pode ser uma forma de agregar valor a carne
bovina e garantir que chegue a mesa do consumidor brasileiro ou do
consumidor dos paises importadores da carne brasileira, um produto com
diferencial em qualidade (HADLICH, 2013).

Atentos a essa necessidades de padronizacdo e melhora na qualidade
do produto a ser entregue aos consumidores, entidades agropecuéarias e
industrias frigorificas estdo utilizando programas de qualidade e bonificacdo de
carcacas, que atendam a padrBes pré-estabelecidos, como incentivo aos
produtores para produzir uma matéria prima de qualidade e que essa producéo
seja continua.

Programas como da Associagcdo Sul Matogrossense de Novilho
Precoce, juntamente com seus associados, visa produzir animais precoces
com nivel de qualidade que atenda as exigéncias de mercado com
regularidade. Os novilhos destinados ao abate precisam atender critérios de
gualidade como padronizagéo do produto, regularidade da oferta e sistemas de
producdo sustentaveis. Atendendo a esses critérios, os associados recebem
beneficios das aliangas comerciais parceiras do programa, além de incentivos
fiscais oferecidos pelo governo estadual (NOVILHO PRECOCE, 2016).

De acordo com o grupo JBS, o programa Farol da Qualidade é uma
ferramenta de acompanhamento da qualidade da matéria-prima entregue pelo
produtor. A partir da combinacéo dos parametros de classificacdo das carcacas
(sexo, maturidade, peso e acabamento de gordura) a empresa construiu um
gabarito vinculando ao perfil de carcaca bovina as cores verde (padrao
desejavel), amarelo (padrdo toleravel) e vermelho (padrdo indesejavel) (JBS,
2016). Ademais, 0 grupo conta com o programa Boi no Ponto que oferece uma
remuneracado diferenciada pelo produto de acordo com um protocolo especifico
de bonificacdo que leva em consideracdo o sexo, raca, idade ao abate, peso,

acabamento de gordura, castragao e rastreabilidade (JBS, 2016).
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Outra maneira de agregar valor a carne bovina segundo Valle et al.
(2014) é através de cortes diferenciados, cortes em por¢cdes ou fatiados,
embalados a vacuo ou em atmosfera modificada. A diversificacdo dos cortes do
guarto dianteiro, como bifes da paleta e do miolo do acém, ponta de peito,
musculo, peixinho, entre outros, tornam-se valorizados e com boa
apresentacdo visual com a retirada do excesso de tecidos conjuntivo e gordura,
e fatiamento. Por outro lado, cortes do traseiro, ja valorizados, ganham mais
destaque com a criacdo de sub cortes diferenciados como bifes do coxdo-mole,
filé-mignon cortado em medalhdes, alcatra fatiada entre outros.

Por fim, um produto de qualidade, além de atender as normas de
sanidade e higiene deve oferecer atributos como conveniéncia ou praticidade,
caracteristicas organolépticas e embalagem que atendam as expectativas e
necessidades do consumidor (BUAINAIN & BATALHA, 2007).

Transformar a carne bovina brasileira em produto de destaque, com
maior valor agregado, atingindo mercados seletos que pagam pre¢cos premium
por produtos com qualidade diferenciada € um dos grandes desafios da
bovinocultura de corte (MALAFAIA et al. 2011). No entanto, a organizacdo e
modernizacado do sistema de producgéo, visando uma producdo com eficiéncia,
permitira conquistar novos mercados e, principalmente, manter aquele ja

conquistado.
2.2 Sistemas de terminacado de bovinos de corte

O sistema de producdo adotado pode influenciar de forma direta ou
indireta na qualidade final da carne, isso se d& principalmente em razdo do
plano nutricional ao qual o animal é submetido durante diferentes estagios de
sua vida, que culminaréo em alteracfes na taxa de crescimento e deposicdo de
tecidos corporais (PAULINO etal., 2013).

A produgcdo de bovinos em pastagens enfrenta sérios desafios
decorrentes das limitacfes na qualidade e quantidade da forragem disponivel
ao longo do ano para atender o requerimento nutricional do animal. Os efeitos
desse fato sobre a pecuaria de corte sdo evidentes, ocorrendo uma variacao
acentuada de ganho de peso, e um consequente atraso da idade de abate
(REIS et al., 2011).



Desse modo, a producdo de bovinos de corte no sistema tradicional tem
se mostrado economicamente pouco eficiente, obrigando os produtores a
buscarem por alternativas que aumentem a lucratividade da propriedade
(MISSIO et al, 2009). Neste sentido, o uso do confinamento e
semiconfinamento para intensificacdo dos sistemas de producdo de carne
bovina, tornam-se excelentes estratégias para aumentar a producao e melhorar
a qualidade do produto ofertado.

2.2.1 Confinamento

O sistema de confinamento € mais utilizado para a fase de terminacéo
de bovinos, etapa da producdo que antecede o abate do animal (CARDOSO,
1996). Neste sistema 0s animais sdo encerrados em piquetes ou currais com
area restrita, com fornecimento do alimento em cocho, tanto a parcela
concentrada (farelos e grdos) quanto a volumosa (silagens, feno, etc)
(CARDOSO, 1996; ROSA et al., 2004).

A nutricAo é o item de maior importancia e custo do sistema de
confinamento. A alimentacdo (volumoso + concentrado) representa mais de
70% do custo total de producdo (RESTLE E VAZ, 1999). Outros fatores
importantes seriam, o potencial genético e a idade de abate dos animais, que
refletem na eficiéncia de transformar alimento consumido em ganho de peso e,
consequentemente, no custo por kg de ganho de peso (PACHECO et al,
2006).

Neste sentido, o periodo em que o animal fica confinado pode refletir
em mais ou menos gastos para o produtor. Gomes et al. (2015), relatam que o
tempo de confinamento correto deve ser aquele necessario para que o animal
atinja o peso e o acabamento para abate. Desse modo, evitam-se situacdes em
gue o animal figue menos tempo confinado e ndo consegue atender 0s
guesitos ideais para abate, bem como, que permanecam confinados por
tempos maiores que 0 essencial, ocasionando maiores custos (GOMES et al.,
2015).

Segundo Gomes et al. (2015), a pratica do confinamento € crescente

na atividade pecuaria em decorréncia das varias tecnologias disponiveis e das



vantagens que traz ao sistema de producdo de carne bovina. Entre as
vantagens os autores destacam:
e Alivio dos pastos na época seca;
e retirada das pastagens dos animais pesados, liberando-os para
categorias com menor exigéncia nutricional;
e aumento na produtividade e a qualidade da carne;
¢ reducdo no tempo de terminacéo;
e reducdo da variabilidade da carne produzida, viabilizando abate
de bovinos mais jovens e carcaca de maior acabamento;
e apossibilidade de programar abates ao longo do ano;
e aintensificacdo no giro de capital.
Considerando a importancia da bovinocultura de corte para o
agronegocio brasileiro, o confinamento é visto como uma atividade alternativa
para aumentar a produtividade, melhorar a qualidade da carne, permitindo

assim, que a industria alcance diferentes nichos de mercados.

2.2.2 Semiconfinamento

O semiconfinamento consiste na engorda de bovinos a pasto recebendo
suplementacdo concentrada, principalmente quando terminados durante a
seca, periodo em que os pastos apresentam baixa produtividade (LANNA E
ALMEIDA, 2005).

Esta pratica tem se tornado cada vez mais comum pela menor
necessidade de infraestrutura, baseada na disponibilizacdo adequada de
cochos, em relacdo ao confinamento (GOMES et al., 2015).

Neste sistema, 0os animais sdo alocados em uma determinada area de
pasto vedado (pasto diferido) e, fornecido alimento concentrado nas
quantidades que podem variar de 1,2 a 2% do peso corporal, com prévia
adaptacao, visando suprir as exigéncias nutricionais dos animais (REIS et al.,
2011).

Devido a limitacdo da fonte de volumoso (pasto), recomenda-se que 0s
animais submetidos a este regime estejam bem préximos ao seu ponto de

abate, preferencialmente, machos castrados e fémeas, quando se exige



acabamentos de carcaga medianos a uniforme (GOMES et al., 2015). Machos
inteiros precisam ser abatidos em pesos maiores e/ou serem alimentados com
dietas com maior teor de energia para atingir bom acabamento de carcacga e,
por isso, o semiconfinamento € uma estratégia menos adequada comparada ao
confinamento (GOMES et al., 2015).

2.3 Crescimento e desenvolvimento corporal

O crescimento € definido como o aumento da massa corporal de um
animal pela formacdo e multiplicacdo de novas células (processo de hiperplasia
qgue compreende a fase embriondria e fetal) e pelo aumento em tamanho
dessas células ( processo de hipertrofia, periodo ap6s o nascimento) (OWENS
et al., 1993). Desta forma, esse aumento da massa corporal é caracterizado
pelo excedente entre a quantidade de proteina sintetizada e degradada
(KOOHMARAIE et al., 2002).

Na fase de crescimento ocorre aumento de tamanho e peso dos
animais, além de acumulo de gordura, proteina, agua e cinzas na forma de
tecido adiposo, muscular e 6sseo, em funcdo do tempo (FERNANDES et al.,
2005; ALBERTINI et al., 2015).

Os diferentes tecidos que compdem a carcaga crescem e desenvolvem
de forma diferenciada. A curva de crescimento em bovinos apresenta forma
sigmoide (Figura 1), representando a velocidade de crescimento através do
peso vivo em funcdo do tempo (idade) (BERG E BUTTERFIELD, 1976).
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Figura 1. Curva de crescimento de bovinos de diferentes frame-size. Adaptado
de OWENS et al. (1993)

A curva apresenta duas fases distintas de crescimento, aceleragéo e
desaceleracdo. A fase de aceleracdo € o periodo de maior crescimento de
tecido 6sseo e muscular, compreendendo a fase do nascimento a puberdade
(ponto de inflexdo na curva); e a fase de desaceleracdo, onde crescem mais
lentamente e ocorre um aumento crescente na taxa de deposicdo de tecido
adiposo (BERG E BUTTERFIELD, 1976).

Embora exista alguma deposi¢cao de tecido adiposo durante a fase de
desenvolvimento muscular e ésseo, a intensificacdo no crescimento ocorre
guando o desenvolvimento 0sseo esta completo e o muscular se aproxima do
seu ponto de crescimento maximo (Owens et al., 1993).

Neste contexto, a escala de deposi¢cdo dos tecidos segue uma ordem
gradativa: osso, musculo e gordura. Com isso, pode-se inferir que o tecido
0sseo é considerado de maturacdo precoce, o tecido muscular de maturacao
intermediaria e o tecido adiposo de maturacdo tardia (GOMIDE et al., 2013;
ALVES etal.,, 2015).

Além disso, a eficiéncia no crescimento pode ser influenciada pela
nutricdo, genética, sexo, entre outros (LANNA, 1997). Animais submetidos a
uma adequada alimentacdo mantém o crescimento e desenvolvimento normal
dos tecidos, devido ao aporte de nutrientes distribuidos entre os diferentes
tecidos e 6rgdos, atendendo primeiramente os mais vitais (RAMOS E GOMIDE,
2007). Em periodos de restricdo alimentar o inverso acontece, e as reservas
dos tecidos menos vitais (gordura, musculo e em até certo ponto 0S 0SS0S), Sao

utilizadas para preservar aqueles essenciais a vida (LUCHIARI FILHO, 2000).
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De acordo com Rodrigues et al. (2010), o crescimento de fémeas e
machos apresenta diferencas pela composicéo e distribuicdo entre os tecidos.
Embora as fémeas amadurecam mais cedo, os machos sdo maiores e mais
pesados na mesma idade.

Além disso, as novilhas atingem a maturidade mais cedo em
comparacdo aos machos, portanto, entram na fase de engorda mais cedo,
apresentando menor peso de carcaca em comparagdo a novilhos, porém, com
maior acumulo de gordura (BERG E BUTTERFIELD, 1976).

Segundo Gomide et al. (2013), as discrepéancias no desenvolvimento
corporal entre machos e fémeas sédo associadas aos andrégenos (hormbénios
dos testiculos, androsterona e testosterona), estimulam o desenvolvimento
muscular aumentando a sintese proteica com menor deposi¢do de gordura e
aos estrégenos (horménios sexuais do ovario, estrogénio e progesterona) que
favorecem a sintese e deposicdo de gordura. Desse modo, em um mesmo
peso as fémeas se apresentam mais gordas, enquanto os machos mais

magros e musculosos.

2.4 Composicéao da carcaca

Define-se carcaga como sendo o animal abatido, sangrado, esfolado,
eviscerado, desprovido de cabeca, patas, rabada, glandulas mamarias na
fémea e testiculos e verga no macho. Consiste substancialmente de tecido
muscular, adiposo, 0ssos e residuos como tenddes, outros tecidos conjuntivos
grandes, vasos sanguineos, etc (LAWRIE, 2005).

Uma carcaca de qualidade é aquela que apresenta grande quantidade
de musculo, o minimo de 0sso e uma quantidade adequada de gordura (BERG
E BUTTERFIELD, 1976). Neste contexto, a porcdo comestivel da carcaca
(musculo esquelético) destaca-se como 0 componente mais importante por ser
mais desejado pelo consumidor e de maior valor comercial.

O musculo esquelético, de contragcdo voluntaria, € constituido
principalmente pelas fibras musculares, sendo responsavel pela sustentacdo e
pelo movimento do animal (GOMIDE et al., 2013). Com excec¢do dos animais

excessivamente gordos, constituem cerca de 35% a 65% do peso da carcaca e
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apresentam-se ligados a o0ssos, ligamentos, fascias, cartilagens ou peles
(GUIMARAES E ADELL, 1995).

O tecido adiposo é um tipo de tecido conjuntivo formado pelo acumulo
de células adiposas (adipdcitos) que armazenam gordura e exercem funcdes
como, reservatério de energia, modelacdo do corpo, preenchimento de
espacos entre tecidos, fonte de calor e isolante térmico (GOMIDE et al., 2013).

Em funcdo do isolamento térmico que proporciona € de fundamental
importancia a obtencdo de um produto com um nivel minimo de gordura, que
propicie um adequado resfriamento da carcagca e processamento da mesma,
garantindo um produto de boa qualidade ao consumidor (ZERVOUDAKIS et al.,
2001).

A deposicdo de gordura na carcaca € realizada em proporcdes
diferentes e em quatro areas distintas: gordura visceral (renal, pélvica e
cardiaca) corresponde a 13% da gordura, a intermuscular localizada entre os
musculos (42%), gordura subcutdnea ou cobertura que recobre a carcaca
(30%) e a intramuscular (marmoreio), presente dentro dos musculos (15%)
(ALBERTINI et al, 2015). A quantidade de gordura presente na carcaga
dependera do plano nutricional, maturidade, raga, genética e sexo do animal.

Ja o tecido 0sseo faz parte da composicdo da carcaca, mas nao €
considerado como por¢gdo comestivel. Constitui o esqueleto dos animais, cuja
principal funcdo é a sustentacdo dos tecidos. E composto por células,
elementos fibrilares e matriz extracelular calcificada, proporcionando a rigidez e
as propriedades protetoras caracteristicas do esqueleto, além de armazenar
jons calcio, magnésio, sodio e sais fosfato (GUIMARAES E ADELL, 1995).

2.4.1 Caracteristicas indicativas de rendimento de carcaca

O estudo das caracteristicas de carcaca € a avaliacdo de parametros
relacionados aos aspectos qualitativos e quantitativos de sua porcdo
comestivel. Essas caracteristicas sao importantes para os varios segmentos da
cadeia da carne, pois estdo relacionadas a qualidade da carne e exigéncias do
consumidor, ambas s&o determinantes de seu valor comercial (RODRIGUES
FILHO etal., 2013).
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O peso, rendimento de carcaca e dos cortes comerciais sao medidas de
interesse dos frigorificos na avaliagcdo do valor do produto adquirido e custos
operacionais, visto que carcagas com pesos diferentes demandam a mesma
mao-de-obra e tempo de processamento (COSTA et al., 2002). Essa variacéo
de peso entre as carcacas pode estar relacionada a raga, sexo e plano
nutricional.

A preferéncia dos frigorificos por carcacas com alta porcentagem de
musculo pode ser atribuida ao peso individual desses cortes na desossa
(BRONDANI et al., 2006). A associagdo entre a area de olho de lombo e o
rendimento de carcaca em cortes comercializaveis pode influenciar o valor
comercial da carcaca e permitir a identificacdo de animais superiores quanto a
musculosidade (ABOUJAOUDE et al., 2013).

Normalmente os frigorificos exigem uma carcaca com minimo de 3 mm
de espessura de gordura, afim de, garantir a protecdo da carcacga durante o
resfriamento, reduzir perdas por desidratacdo, evitar 0 escurecimento externo
dos musculos que recobrem a carcaca, conferindo melhor aspecto visual, além
de evitar o encurtamento das fibras musculares pelo frio (cold shortening),
prejudicando a maciez da carne (MULLER, 1987).

Por outro lado, cobertura de gordura excessiva representa toalete
antes da pesagem da carcaca, 0 que acarreta maior custo operacional para o
frigorifico, perda de peso da carcaca devido ao descarte do excesso de gordura
subcutanea, pélvica e renal (COSTA et al. 2002).

Outro fator decorrente do excesso de gordura na carcaca esta
relacionado com prejuizos no rendimento de cortes principais (PACHECO,
2005). Arboitte et al. (2004), avaliando bovinos com diferentes pesos de abate,
verificaram que a medida que os pesos aumentavam, o grau de acabamento
da carcaca e teor de gordura na carne era maior, reduzindo assim o percentual

de musculo.

2.5 Estruturadacarne

A carne é composta por tecido muscular, conectivo e nervoso e suas
propriedades e quantidades sdo responsaveis por sua qualidade e maciez
(ALVES E MANCIO, 2007).
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A unidade de organizagdo estrutural do musculo é a fibra muscular,
responsavel por cerca de 75% a 92% do volume total do tecido, sendo o
restante constituido pela matriz extracelular, tecido conjuntivo, fibras nervosas
e vasos sanguineos (GOMIDE etal., 2013).

Segundo Luchiari Filho (2000), o musculo esquelético é recoberto por
uma densa camada de tecido conjuntivo (epimisio); os feixes que constituem o
musculo sdo envolvidos por camadas mais finas (perimisio) e entre os feixes
musculares sdo encontrados grupos de células de tecido adiposo, pequenas
veias e terminagdes nervosa; e uma camada mais delicada que recobre as

fibras musculares (endomisio).

Perimisio

5 %K Fibra (célula)
/

*
00,5 muscular

-
. ®

Tendao
#——— Epimisio

Figura 2. Tecido conjuntivo no muasculo. Adaptado de Trindade e Junior (2008).

Os musculos séo classificados como vermelho ou branco baseado na
sua intensidade de cor, devido a proporcdo existente de fibras vermelhas
(Oxidativas) ou brancas (Glicoliticas). Os musculos vermelhos sao ricos em
fibras oxidativas que possuem grande quantidade de mitocOndrias e
diferenciam-se dos brancos pela alta concentracdo de ferro contido nas
globinas, especialmente na mioglobina (GONDIM, 2013).

A relacdo entre os dois tipos de fibras tem implicacdo direta na forma
de processamento e armazenamento da carne e também sobre as
caracteristicas de qualidade, pois afetam a maciez, a textura, suculéncia,
rendimento da carne e o sabor (RAMOS E GOMIDE, 2007).

Considerada a base celular do musculo vivo, as fibras musculares sao
constituidas de uma membrana externa (sarcolema) e de um citoplasma

diferenciado (sarcoplasma) que esta praticamente tomado pelas miofibrilas
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(ALVES E MANCIO, 2007). As miofibrilas s&o elementos contrateis
intracelulares, estruturas cilindricas compridas e delgadas, banhadas pelo
sarcoplasma, com espessura de 1 a 2 p, estendendo-se por todo o
comprimento da fibra muscular (LUCHIARI FILHO, 2000).

A estrutura da miofibrila (Figura 2) € formada por um agrupamento
ordenado de filamentos finos (actina) e grossos (miosina) paralelos entre si, e
sua distribuicdo ao longo da miofibrila forma a banda | do sarcomero (faixas
claras), dividida ao meio pela linha Z e banda A (faixas escuras) que
caracterizam as estrias do musculo esquelético (GUMARAES E ADELL, 1995).

Fibras
musculares

A o
— Miofibrila

Figura 3. Organizacdo estrutural da fibra muscular. Adaptado de Trindade e
Junior (2008).

O sarcbmero, importante no ciclo de contracdo e relaxamento do
musculo, é descrito como a menor unidade contratil estrutural repetitiva da
miofibrila, compreendendo uma banda A e duas meias bandas |, que se
localizam a cada lado da banda A ou a distancia entre duas linhas Z
(LUCHIARI FILHO, 2000; ALVES et al., 2005).
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Durante a contragdo muscular, os miofilamentos finos deslizam sobre os
miofilamentos grossos em direcdo ao centro do sarcébmero, encurtando a
Banda |, enquanto a Banda A permanece constante, ocasionando o0
encurtamento dos sarcomeros (RAMOS E GOMIDE, 2007). O relaxamento € o
restabelecimento do estado de repouso do musculo.

O encurtamento do sarcébmero pode levar ao endurecimento ou
amaciamento da carne, dependendo do nivel que ocorre. Segundo Ramos e
Gomide (2007), com o grau de encurtamento entre 0 e 20%, a dureza da carne
permanece constante ou com ligeiro aumento, a extensdo desse encurtamento
a niveis maiores (20 a 40%) acarreta aumento da dureza. Entretanto, ocorre
um declinio acentuado quanto para valores acima de 60%, devido a
fragmentacdo da estrutura muscular (RAMOS E GOMIDE, 2007).

2.6 Atributos de qualidade da carne bovina

Os atributos da carne podem ser classificados em qualidade visual
(aspectos que atraem ou repelem o consumidor), qualidade gustativa (atributos
gue despertam ou ndao o interesse na aquisicdo do produto), qualidade
nutricional (alimento nutritivo que atenda as exigéncias para uma vida
saudavel) e seguranca (aspectos higiénico-sanitarios e a presenca ou ndo de
contaminantes quimicos) (FEIJO, 1999).

Nesse contexto, a carne bovina se enquadra como um alimento de
excelente valor nutritivo e para ser atrativa ao consumidor deve apresentar os
aspectos organolépticos desejaveis para compra (ANDRIGHETTO et al., 2010).

As variacGes qualitativas da carne bovina podem ser expressas pela
alteracdo de suas caracteristicas de cor, maciez, sabor, suculéncia e perdas de
liguidos e sdo constantemente avaliadas pelo consumidor (BONIN, 2008).
Essas variagdes envolvem diversos fatores interrelacionados como as
condicbes de manipulacdo, armazenamento, embalagem, comercializacdo e a
forma de preparo para o consumo (LUCHIARI FILHO, 2000).
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2.6.1 Cor

O consumidor tende a avaliar a qualidade da carne por parametros
sensoriais relacionados a aparéncia do produto como cor, tipo de corte,
embalagem, entre outros. Entretanto, a percepcdo da cor € a primeira
caracteristica avaliada pelo consumidor, destacando-se como principal fator de
apreciagao do produto no ato da compra.

A cor da carne € um aspecto importantissimo na comercializa¢do, visto
que, a cor vermelha brilhante é associada a carne fresca de boa qualidade, ao
passo que, a coloracdo mais escura no produto sofre maior rejeicdo pelo
consumidor que relaciona essa caracteristica a carne deteriorada e de pior
gualidade (BRONDANI et al., 2006).

Na carne fresca a coloracdo é causada pelo pigmento presente no
sarcoplasma das fibras musculares, a mioglobina, que tem o papel de
armazenar oxigénio no musculo, (GOMIDE et al., 2013). Em condi¢cbes
normais, pode se apresentar em trés formas basicas com variacdo na cor de
acordo com a sua proporcéo relativa e distribuicdo: deoximioglobina (coloracéo
vermelho  purpura), oximioglobina (coloracdo vermelho Dbrilhante) e
metamioglobina (coloracdo marron) (FEIJO, 1999).

A mioglobina pode sofrer alteragdes de sua coloragédo devido a fatores
como espécie, sexo, idade, localizacdo anatdmica do musculo, atividade fisica
do musculo, oxidacdo resultante da exposicdo ao oxigénio, queima pelo frio,
além de fatores como cura, defumacéo e coccdo (FEWO, 1999; LIMA JUNIOR
et al.,, 2011).

Os frigorificos, especialmente os de bovinos, utilizam a diferenca na
coloracdo da carne oriunda da idade para avaliagdo e estimativa da qualidade
devido ao fato de animais mais velhos apresentarem carne mais escura,
resultante da maior concentracdo de mioglobina nos musculos (GOMIDE et al.
2013).

Animais ndo castrados sao facilmente estressados durante a
apartacdo, carregamento, transporte e abate (ANDRIGHETTO et al., 2010).
Segundo Luchiari Filho (2000), animais que sofrem estresse pré-abate tendem

a apresentar carne de coloracdo mais escura DFD (Dark, Firm and Dry), devido
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a utilizacdo parcial ou total das reservas de glicogénio antes do abate que
interfere na queda normal do pH no pGs abate.

Por outro lado, bovinos terminados a pasto por desempenharem maior
atividade fisica e serem abatidos mais velhos, exigem do organismo maior
oxigenacéo, logo, apresenta maior quantidade de pigmentos de mioglobina no
musculo, consequentemente, apresentando carne mais escura, em relacdo aos
alimentados em confinamento (FELICIO, 1999).

Segundo Muchenjea et al. (2009), em bovinos, as médias de
luminosidade variam entre 33,2-41,0, as médias de a* entre 11,1-23,6 e as
médias de b* entre 6,1-11,3.

Alguns métodos podem ser utilizados para avaliacdo da cor como o
espaco L* a* b* (CIELab) e CIE L*C*H*. De acordo com o manual de avaliacédo
de cor da American Meat Science, AMS, (2012), no espaco CIELAB, o L* indica
luminosidade, aumentando a partir da parte inferior para a superior do modelo
tridimensional e a* e b* sdo as coordenadas de cromaticidade, onde o eixo a
estende-se a partir de um verde (-a*) para o vermelho (+a*) e o eixo b do azul
(-b*) para o amarelo (+b*). Em cada uma dessas direcdes (eixos a e b), quando
se caminha para as extremidades tem se maior saturagdo da cor (FELICIO,
1999).

O espaco de cor L*C*H* & semelhante ao CIELab. O L* indica o valor
da luminosidade da cor, parametro pelo qual se distingue cores claras e
escuras, o C* (Chroma) representa a intensidade ou grau saturacdo de uma
cor, a qualidade pela qual se diferencia cores fortes e fracas e H* (Hue) € o
angulo de tonalidade, a qualidade que possibilita reconhecer a familia de cor
(vermelho, verde, azul, etc) (AMSA, 1991).

Segundo Konica Minolta (2015), o valor de saturacdo representa a
distancia do eixo de luminosidade e inicia em zero no centro. JA o angulo de
tonalidade comeca no eixo +a*, e se movimenta em sentido anti-horario, sendo
expresso em graus (Figura 3). Alguns profissionais da industria preferem este
espaco porgque seu sistema se correlaciona melhor com a forma como o olho
humano percebe a cor (KONICA MINOLTA, 2015).
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Figura 4. Representacdo das escalas de cor do sistema L*C*h*. Adaptado de
Konica Minolta Sensing Americas.

2.6.2 Sabor e suculéncia

O sabor corresponde ao conjunto de impressdes olfativas e gustativas,
provocadas antes da sua ingestdo, durante a mastigacdo e apés a degluticdo
do alimento, sendo influenciado pelas -caracteristicas organolépticas
(PINHEIRO et al., 2006).

J& a suculéncia da carne, ligada a capacidade de retencdo de agua
(CRA) e seu conteudo de gordura, pode apresentar-se sobre duas formas
sensoriais, inicialmente de umidade ao comecar a mastigacdo, pela rapida
liberacdo de suco e pelo efeito estimulante da gordura sobre o fluxo salivar,
ocasionando no aumento do sabor e maciez, tornando-a facil de ser mastigada
(OSORIO et al., 2009; MACIEL et al., 2011).

A perda excessiva de agua por parte do musculo significa perda de
peso, sabor e suculéncia, interferindo ndo somente na maciez da carne como
em suas propriedades nutritivas (PAULINO, 2013). Costa et al. (2008)
salientam que uma CRA adequada e um bom nivel de gordura intramuscular

(marmoreio), pode favorecer uma maior suculéncia e melhor sabor da carne.
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2.6.3 Maciez

A principal caracteristica organoléptica do produto carneo, na
preferéncia do consumidor, é a maciez, ligada diretamente a satisfacdo de
consumo do produto, ndo sendo possivel sua avaliacdo visualmente.

A rigidez do musculo apds o estabelecimento do rigor mortis pode ser
dividida em dureza residual, relacionada a quantidade e solubilidade do tecido
conjuntivo, constituido de colageno e elastina, ou dureza de actomiosina, a
rigidez decorrente da estabilidade das liga¢gGes intracelulares entre actina e
miosina (REZENDE, 2011).

O grau de maciez sera determinado pelo estado de contracdo pds-rigor
e pelo comprimento da unidade contractil do masculo, o sarcomero (Figura 4)
(GOMIDE et al., 2013). Segundo o autor, a quantidade de encurtamento do
sarcOmero, pode causar o endurecimento ou amaciamento da carne. O
encurtamento de até 40% por exemplo, leva a um aumento gradual da dureza,
no entanto, a extensdo desse encurtamento a niveis maiores proporciona

aumento da maciez.
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Figura 5. Esquema representativo dos componentes do sarcémero. Adaptado
de Kemp etal. (2010)

Grande parte do processo de amaciamento da carne no post mortem

ocorre durante a estocagem refrigerada ou maturacdo e consiste na protedlise
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dos componentes estruturais das proteinas miofibrilares presentes no tecido
muscular (KIRINUS et al, 2014). As principais enzimas atuantes no
amaciamento da carne séo as Calpainas e as Catepsinas.

De acordo com Koohmaraie (1992), durante o processo de protedlise,
numerosas alteracdes ocorrem no musculo esquelético, resultando na perda da
integridade estrutural e no amaciamento. Essas alteracbes envolvem o
enfraquecimento ou degradacdo do disco Z, que leva a fragmentacdo das
miofibrilas, desaparecimento da Troponina T, degradacdo da Desmina, Titina e
Nebulina, porém, a miosina e actina ndo sédo afetadas pela protedlise muscular
(KOOHMARAIE, 1992).

O complexo proteolitico calcio-dependente apresenta dois tipos de
calpainas responsavel pelo processo de amaciamento, a calpaina tipo | ou p-
calpaina e a calpaina tipo Il ou m-calpaina (GOLL et al., 1991). A p-calpaina
requer quantidades micromolares de célcio (1 puM a 10 pM), sendo bastante
eficiente no amaciamento da carne nas primeiras 10 horas que decorrem o0
abate, ativada quando o pH decai de 6,8 para aproximadamente 5,7 e a m-
calpaina requer quantidades milimolares de calcio (50 mM a 70 mM) e é
ativada quando o pH esta em torno de 5,7 (SIQUEIRA et al., 2007). Essas
enzimas alteram a estrutura muscular devido a degradacdo da linha Z do
sarcOmero, que conduz a degradacdo das miofibrilas e das proteinas
estruturais do tecido muscular (desmina, nebulina e titina) (ALVES et al., 2005).

Outras enzimas atuantes no processo de amaciamento Sao as
catepsinas. As catepsinas sdo consideradas proteinas acidas que atuam em
pH menor que 6,0, sendo ativas na degradacao da linha Z, além de degradar a
miosina e a actina e exercer atividade sobre o colageno (RAMOS E GOMIDE,
2007).

Varios fatores influenciam a maciez da carne de forma positiva ou
negativa, entre esses fatores pode-se destacar a raca, a idade ao abate, o
sexo, a alimentacdo, o uso de agentes hormonais (agentes B-adrenérgicos),
tratamentos post mortem e os fatores ambientais, além de alguns componentes
estruturais como o tecido conectivo e as fibras musculares (SORIA E CORVA,
2004; ALVES E MANCIO, 2007).

De acordo com Andrighetto et al. (2006), a carne de zebuinos € menos

macia que a carne de taurinos em virtude da protedlise reduzida das proteinas
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miofibrilares associada a alta atividade de Calpastatina nos musculos. Em
cruzamentos entre bovinos Bos indicus e Bos taurus a maciez da carne diminui
consideravelmente quando a proporcdo do genotipo Bos indicus ultrapassa
25%, devido ao aumento da Calpastatina e consequentemente o aumento da
forca de cisalhamento, resultando em carne de pior maciez (RUBENSAM et al.,
1998).

A maturidade do animal é outro fator a influenciar a maciez da carne.
Saianz e Araujo (2001) relatam que animais jovens tendem a apresentar carne
com maior maciez, no entanto, diminui com o avan¢co da idade, devido ao
acumulo e a maturacdo do tecido conjuntivo das fibras musculares e também a
uma menor fragmentacao das miofibrilas apds o abate.

Com o avanco da idade do animal, ocorrem aumento e estabilidade
das ligacBes quimicas (pontes cruzadas) entre as fibras de colageno antes
solivel, ocasionando em relativa insolubilidade e resisténcia do tecido
conectivo tornando-se de dificil desnaturacdo, portanto, dificultando a acéo
enzimatica, sendo resistente a tratamentos térmicos até 70°C (GOMIDE et al.,
2013).

A condicdo sexual do animal também afeta a maciez da carne, sendo
gue animais castrados tendem a apresentar carne mais macia que nao
castrados (ANDRIGHETTO, 2010). Animais castrados tém menor quantidade
de tecido conjuntivo e colageno e mais gordura subcutdnea que auxilia a
reduzir o encurtamento das fibras pelo frio (“cold shortening”), melhorando a
maciez (LUCHIARI FILHO, 2000).

A maciez pode ser medida pelo método subjetivo que se utiliza de
painel sensorial ou objetivo pela forca de cisalhamento. Nas analises
sensoriais, um grupo de pessoas treinadas classifica a carne em relacdo a
maciez ap6s terem provado as amostras, posteriormente atribuem uma nota,
obedecendo a escala de 1 a 9, sendo: 1 = extremamente dura; 2 = muito dura;

3 = dura; 4 = maciez levemente abaixo da média; 5 = maciez média; 6 =

maciez levemente acima da média; 7 = macia; 8 = muito macia e 9
extremamente macia (MULLER, 1987).

Pelo método objetivo, utiliza-se o0 equipamento texturdbmetro ou
Warner—Bratzler Shear Force mecéanico, que medem a for¢a necessaria para o
cisalhamento de uma secédo transversal de carne (RAMOS E GOMIDE, 2007).
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Valores de for¢ca de cisalhamento indicam a forgca exercida na amostra, em kg,
capaz de promover seu completo cisalhamento, sendo que, quanto menor a
forca empregada para o rompimento das fibras mais macia sera a carne
(BONIN, 2014).

2.6.4 Marmoreio

O marmoreio (gordura intramuscular), representa o tecido adiposo que
se deposita entre os feixes de fibra muscular, sendo a Ultima fragdo a ser
depositada na carcaca (MULLER, 1987; OWENS et al., 1993). Escores de
marmorizagdo mais elevados estdo significativamente associados com sabor e
suculéncia (SHIN et al., 2012).

De acordo com Sainz e Araujo (2001) a marmorizacdo da carne
aumenta com a idade e acabamento do animal. Neste sentido, os teores de
gordura intramuscular séo influenciados pelo tipo de sistema de producéo,
onde sistemas predominantemente a pasto produzem carne com menores
teores de gordura intramuscular (MACIEL et al., 2011).

Fatores genéticos possuem alta influéncia sobre o nivel de deposicao
de gordura intramuscular. A deposicdo de gordura intramuscular é diferente
entre as racas e, mesmo dentro de uma mesma origem racial os animais
podem apresentar maior ou menor deposicdo de gordura intramuscular
(ALVES et al, 2005). Segundo Burrow (2001), racas de origem britanica
apresentam maior capacidade de deposicdo de gordura de marmoreio e racas

zebuinas e continentais baixa deposi¢do de gordura intramuscular .

2.6.5 pH

No mdusculo vivo o pH situa-se ao redor de 7,0. Como o aporte de
oxigénio € interrompido, a producdo de energia ocorre através da glicélise
anaerdbica e as reservas de glicogénio do musculo sédo transformadas em
acido latico, o acumulo deste ocasiona a diminuicdo do pH muscular
(LUCHIARI FILHO, 2000).

Quando as quantidades de glicogénio apds o abate sdo satisfatorias, a

producdo de acido latico e a redugcdo do pH ocorrem normalmente sem



23

influéncia sobre a qualidade da carne, com pH final entre 5,6 e 5,8 (MACIEL et
al., 2011).

Para a industria, a medida de pH é feita na carne resfriada apds 24
horas visando desqualificar as carcacas com pH >59 e pH< 5,2. Em
contrapartida, para métodos cientificos, o maior ndmero de medicbes
determina uma maior acuracia para 0 processo, porém é preconizado na 1°
hora e as 24 horas ap6s o abate (MACIEL et al., 2011). O mesmo autor relata
gue o efeito do pH sobre a estabilidade da coloracdo é importante, devendo ser
considerado o pH final alcangado no rigor mortis e a queda deste no pré-rigor.

O pH é uma medida importante para detectar mudancas na aparéncia
da carne e em suas caracteristicas quimicas e fisicas que possam resultar em
carnes consideradas PSE (Pale, Soft and Exsudative) e DFD (Dark, Firm and
Dry). Essas mudancas sao prejudiciais pela recusa do consumidor a esse tipo
de produto e por problemas no processamento e aproveitamento pela industria
(MACIEL et al., 2011).

A carne PSE, é comumente encontrada em suinos, pois, sao
extremamente sensiveis ao estresse durante 0 manejo pré-abate (MOURA et
al., 2015). Por apresentar valores de pH final (pH») inferiores a 5,5 a carne
PSE possui boa conservacdo do ponto de vista microbiano, entretanto, sua
vida Util é restrita, pois a acidez elevada favorece processos oxidativos e sua
utilizacdo pela industria € comprometida por apresentar coloracdo menos
intensa, baixa CRA e capacidade emulsionante, prejudicando a elaboragéao de
produtos que necessitam de ligacdo entre os pedacos de tecidos musculares
(GOMIDE E FONTES, 2013).

A carne com caracteristicas DFD, comumente chamada de Dark
Cutting, € encontrada em bovinos e ocorre quando ha problemas de estresse
antes do abate. Durante o processo de transformacdo do musculo em carne, a
falta de glicogénio afeta a correta acidificagdo do musculo, resultando em carne
com pH elevado (pH>5,9), 0 que ocasiona carne tipo DFD (LOPES et al,
2012).

Com o pH elevado, o musculo aumenta sua CRA devido a pouca
desnaturacdo das proteinas miofibrilares responséaveis pela ligagdo da agua na
fibra muscular, resultando em uma carne com aspecto seco (GOMIDE et al.,

2013). Além disso, a carne com pH elevado apresenta coloragdo mais escura
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em decorréncia do baixo grau de desnaturagao dos pigmentos de mioglobina e
diferencas de absorcao e dispersao da luz (GOMIDE et al., 2013). Esse tipo de
carne nao é necessariamente imprépria para consumo, contudo, devido a sua

ma aparéncia, € rejeitada pelo consumidor.

2.7 PCR em Tempo Real (QPCR)

A técnica da qPCR foi proposta em funcdo da limitacdo da reacdo PCR
tradicional em apresentar somente resultados qualitativos, limitando-a para
estudos quantitativos (GANDRA et al., 2008).

A gPCR permite a quantificacdo dos acidos nucleicos (DNA e RNA) com
maior precisdo e reprodutibilidade (GACHON et al., 2004; VALONES et al,,
2009). Podendo ser aplicada para validacdo de resultados de microarrajos,
avaliacdo de mutagdes, genotipagens, entre outros (NASCIMENTO et al.,
2010).

Na amplificacdo observam-se trés etapas: a linha basal na qual ndo ha
produtos de PCR suficientes para detectar fluorescéncia, a fase log em que a
guantidade de produtos de PCR dobra a cada ciclo e a fase platd onde nédo ha
mais aumento no nimero de produtos (NOVAES E ALVES, 2004).

O Cycle Threshold (Ct) € o ponto que detecta o ciclo na qual a reacao
atinge o limiar, permitindo a quantificacdo exata baseado no sinal emitido pelos
compostos fluorescentes, que aumenta na proporgcédo direta da quantidade de
produto da PCR (NOVAES E ALVES, 2004). Os valores da fluorescéncia séo
registrados a cada ciclo e correspondem a quantidade de produto amplificado
(VALONES et al., 2009).

Entre os métodos de PCR em tempo real mais utilizadas, destaca-se o
sistema TagMan (sonda 5:Nuclease). O sistema explora a atividade 5
endonucleolitica da Taq DNA polimerase para clivar uma sonda de
oligonucleotideo durante a amplificacdo por PCR gerando um sinal detectavel
(GIBSON, 2006).

A sonda TagMan apresenta na extremidade 5 um corante fluoréforo e
na extremidade 3’ um corante Quencher. Durante o processo (Figura 5), ocorre
a hibridacdo da sonda TagMan com a sequéncia alvo (sonda simples de DNA

complementar) para amplificacdo. Na amplificacdo, pela acdo da DNA
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polimerase 5’ ocorre a degradacao da sonda Quencher durante a extensao da
PCR, resultando em um aumento da intensidade da fluorescéncia de forma
exponencial (NOVAES E ALVES, 2004). O sinal gerado pelo aumento da
intensidade da fluorescéncia é usado para inferir a presenca do alelo
correspondente na amostra de DNA (GIBSON, 2006).

De acordo com Nascimento et al. (2010), a principal vantagem no uso
do sistema TagMan é a reducao significativa de resultados falsos-positivos, em
decorréncia do sinal da fluorescéncia ser produzido por hibridacdo de sondas
especfficas, entretanto, para cada sequéncia € necessario uma sonda

diferente.
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FIGURA 6. PCR em tempo real com Sistema TagMan. Adaptado de Novaes e
Alves (2004).

2. Marcadores Moleculares

A identificacdo do gendtipo dos individuos para genes ligados a
caracteristicas de interesse econémico, por meio de marcadores moleculares,
constitui uma ferramenta importante para viabilizar a selecdo dos reprodutores

gue possuam esta caracteristica (BLECHA et al., 2013).
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Os marcadores moleculares sdo toda e qualquer -caracteristica
herdavel presente no DNA e que diferencia dois ou mais individuos (FALEIRO,
2007; SALMAN et al., 2009; RESENDE, 2009).

Uma grande quantidade de informagcdes Uteis para programas de
conservacgdo, caracterizacdo e melhoramento genético podem ser geradas por
meio de marcadores moleculares, como: identidade genética, diversidade,
frequéncia génica, relacionamentos filogenéticos, mapeamento genético,
selecdo assistida, entre outras (FALEIRO et al., 2011).

Estas alteracbes ou marcas na sequencia nucleotidica do DNA sé&o
denominadas de polimorfismos. Segundo Salman (2006), Polimorfismos de
Nucleotideo Unico (SNPs) podem ser observados tanto em regides
codificadoras (exons) como ndo codificadoras (introns) do genoma. Em regides
codificadoras, a substituicdo de aminoacido na sequencia proteica pode ser
conservativa ou ndo conservativa em funcdo das caracteristicas dos
aminoacidos envolvidos, podendo ocorrer modificacfes estruturais e funcionais
na proteina (polimorfismos ndo sinbnimos). Os SNPs silenciosos (sinbnimos)
ndo alteram a sequéncia proteica, entretanto, podem modificar a estrutura e a
estabilidade do RNA mensageiro afetando a quantidade de proteina produzida.

As substituicbes mais elementares ocorrem em bases Unicas da cadeia
de bases nitrogenadas (Adenina, Citosina, Timina e Guanina), sendo as mais
comuns as transi¢coes, onde ocorrem trocas de uma purina por outra purina
(A/G ou G/A) ou de uma pirimidina por outra pirimidina (C/T ou T/C). Menos
frequentes, as transversfes ocorrem quando ha troca de uma purina por uma
pirimidina, ou vice-versa (CAETANO, 2009).

Dentre as vantagens no uso dos marcadores moleculares, destaca-se
o alto grau de polimorfismo, de possibilitar a caracterizacdo de um individuo a
partir de células ou tecidos, de auxiliar na previsdo precoce do potencial
genético do animal e proporcionar a fixacdo de alelos desejaveis em uma
populacio em curto espaco de tempo, possibilitando assim, o0
acompanhamento da caracteristica de interesse a ele associada nas geracoes
futuras (FERREIRA E GRATTAPALIA, 1998; ABAD et al.,, 2014; KIRINUS et
al., 2014).

A producéo do animal é o resultado da interagdo genotipo e ambiente,

dessa forma, o uso de marcadores moleculares pode possibilitar a selecéo de
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individuos com base no genétipo, antes mesmo da expressdo do fendtipo
(COUTINHO et al., 2010).

2.9 Genes FABP3 e FABP4

Os genes FABP3 (H-FABP) e FABP4 (A-FABP) sdo membros da familia
FABP (Proteina de ligacdo de acidos graxos) composta por nove pequenas
proteinas envolvidas no transporte de acidos graxos a partir da membrana
plasmatica para regides intracelulares (VEERKAMP E MAATMAN, 1995).

Segundo Gerbens et al. (1999) as proteinas FABPs podem regular o
metabolismo de lipideos, além de processos celulares como a transcricdo do
gene, a sinalizacéo, crescimento e diferenciacao.

Esses genes estdo presentes em diferentes tecidos e possuem estrutura
idéntica composta por quatro exons e trés introns, alguns localizados na
mesma regido cromossomica (CHMURZYNSKA, 2006).

O gene FABP3 é uma proteina envolvida na absorcao e utilizacdo de
acidos graxos de cadeia longa (CHO et al., 2011), expressos em tecidos que
possuem alta demanda de &cidos graxos como a glandula mamaria, coracéo e
musculo esquelético vermelho (GERBENS et al., 1999; CALVO et al., 2004).

Em bovinos, o gene foi mapeado no cromossomo dois e, em suinos, no
cromossomo seis em regides de QTL (loci de caracteristicas quantitativas)
identificados para caracteristica de deposicdo de gordura (CHO et al., 2008).

O gene FABP4 codifica uma proteina citoplasmatica que liga longas
cadeias de acidos graxos e outros ligantes hidrofébicos, desempenhando
importante funcdo na regulacdo da homeostase de lipideos e glicose, sendo
relatada sua associacdo com caracteristicas de marmoreio e deposicdo de
gordura subcutanea em bovinos (MICHAL et al., 2006).

O FABP4 est4 localizado no cromossomo 14 de bovinos e se expressa
no tecido adiposo (Specht et al., 1996).
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar e avaliar as carcacas e a carne de novilhas destinadas ao

mercado de carnes nobres, utilizando metodologias qualitativas e moleculares.

3.2 Objetivos Especificos

1. Caracterizar as carcacas de novilhas destinadas ao mercado de carnes
nobres;

2. Avaliar atributos de qualidade da carne de novilhas destinadas ao
mercado de carnes nobres;

3. Determinar, por meio de marcadores em genes candidatos, um perfil
genético molecular para esses animais;

4. ldentificar possiveis associacdes de marcadores moleculares com

caracteristicas de interesse para qualidade de carcaca e da carne;
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CAPITULO 2 - Caracteristicas de carcaca e qualidade da carne de novilhas
destinadas ao mercado de carnes nobres terminadas em diferentes sistemas de
producéo

(Revista Brasileira de Zootecnia)

RESUMO - Objetivou-se identificar a existéncia de variabilidade nas
caracteristicas da carcaga e da qualidade da carne de novilhas destinadas ao mercado de
carnes nobres, terminadas em diferentes sistemas de producdo. Foram realizadas
avaliagbes quali-quantitativas da carcaga e da carne de 148 novilhas cruzadas,
terminados em confinamento e semiconfinamento. As carcagas, quanto ao peso de
carcaca quente, conformacdo, maturidade fisioldgica, acabamento, distribuicdo de
gordura e comprimento de carcaca. A qualidade da carne no tempo zero e sete dias de
maturacdo, quanto as caracteristicas de pH, cor, marmoreio, perdas por exsudacdo e
cozimento, extrato etéreo e forca de cisalhamento. As carcacas e a carne foram
analisadas em fun¢do do sistema de terminacdo, com o procedimento GLM do SAS. O
confinamento (P<0,05) produziu carcacas mais pesadas com média de 216,04 kg,
melhor conformacdo classificada como retilinea + e média espessura de gordura
subcutdnea 7,22 mm. O semiconfinamento produziu carcagas mais jovens com escore
de 14,36 (P<0,05). A carne maturada oriunda de novilhas confinadas (P<0,05)
apresentou melhor Luminosidade e Hue (40,98 e 0,77, respectivamente) e maciez de
550 kg. Houve variabilidade nas caracteristicas de carcaca e carne de novilhas
terminadas em diferentes sistemas. Sistemas de confinamento produzem carcagas e

carne de melhor qualidade.

Palavras-chave: acabamento, bovino de corte, forca de cisalhamento, maciez
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ABSTRACT - The objective of this study was to identify the existence of
variability in carcass characteristics and meat quality of heifers destined to the market of
noble meat, finished in different production systems. Qualitative and quantitative
evaluations ware made of the carcass and meat of 148 cross bred heifers, finished in
feedlot and pasture with concentrate. The carcasses, as regards warm carcass weight,
conformation, physiological maturity, finish, fat distribution and carcass length. The
quality of the meat at time zero and seven days of maturation, as well as the
characteristics of pH, color, marbling, losses by exudation and cooking, ethereal extract
and shear force. The carcasses and meat were analyzed according to the termination
system, with the SAS GLM procedure. Feedlot produced (P <0.05) heavier carcasses
average 216.04 kg, better conformation classified as rectilinear and medium thickness
of subcutaneous fat 7,22 mm. The pasture with concentrate produced younger carcasses
with a score of 14.36 (P <0.05). Mature meat from confined heifers (P <0.05) presented
better Luminosity and Hue (40.98 and 0.77, respectively) and softness of 5.50 kg. There
was variability in carcass and beef characteristics of heifers finished in different

systems. Feedlot systems produce better quality carcasses and meat.

Key words: beef cattle, finishing, sher force, tenderness

Introdugdo

A carne bovina é um alimento com excelente valor nutritivo e para ser atrativa
ao consumidor deve apresentar atributos desejaveis para compra (ANDRIGHETTO et
al., 2010). Neste sentido, 0s aspectos relativos as caracteristicas qualitativas da carne e
da carcaga tornam-se importantes para agregacdo de valor ao produto ofertado
(MENDES et al., 2012).

O consumidor tende a avaliar a qualidade da carne por parametros relacionados
a aparéncia, ao sabor e a maciez. A percepc¢do da cor é a primeira caracteristica avaliada
pelo consumidor, destacando-se como principal fator de apreciagdo do produto no ato
da compra. Entretanto, a caracteristica organoléptica de preferéncia do consumidor, € a

maciez, ligada diretamente a satisfacdo de consumo do produto.
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Apesar da alta produtividade, a pecuaria de corte nacional se caracteriza pela
grande variacdo na qualidade da carne produzida, principalmente em termos de maciez,
fato que pode comprometer a competitividade deste setor no mercado globalizado
(HADLICH et al,, 2013). Assim, a variabilidade existente na qualidade da carne bovina
nao é desejada em produtos voltados ao mercado de carnes nobres, que anseia por uma
constancia no padrao de qualidade.

De modo geral, essas variagbes sdo expressas pela alteracdo das caracteristicas
organolépticas da carne, e podem estar relacionadas a variabilidade genética das racas
bovinas utilizadas na producdo de carne e aos diferentes sistemas de producdo adotados
(LIMA JUNIOR, 2011).

Diante do exposto, objetivou-se identificar a existéncia de variabilidade nas
caracteristicas da carcaca e da qualidade da carne de novilhas destinadas ao mercado de

carnes nobres, terminadas em diferentes sistemas de producao.

Material e Métodos

Foram amostradas e avaliadas 148 novilhas Angus x Nelore com idade média
de 13 meses e 407,5 kg de peso vivo, provenientes de 12 abates realizados entre
fev/2015 a fev/2016 totalizando 336 animais oriundos de uma Unica propriedade rural
localizada no municipio de Chapaddo do Sul-MS, que utiliza semiconfinamento ou
confinamento como prética de terminacdo de animais destinados a uma parceria
comercial especifica.

No Semiconfinamento as novilhas ficavam em pastagem de Brachiaria
brizantha cv. Marandu, sendo ofertado concentrado a base de milho grdo seco, farelo de
soja, caro¢o de algoddo e nicleo. As novilhas do confinamento receberam dieta de

silagem, milho grdo seco, farelo de soja e nicleo, no consumo de 2,5% do PV.
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Os animais foram abatidos em um frigorifico comercial localizado no
municipio de Terenos-MS (Frigorifico Frizelo), seguindo as normas higiénico sanitarias
e de abate humanitario (RIISPOA).

No frigorifico, as carcagas foram avaliadas quali-quantitativamente (MULLER,
1987; BRASIL, 1989 e AMSA, 1995) para peso de carcaca quente, conformacao,
maturidade fisiologica, acabamento, distribuicio da gordura de cobertura e
comprimento de carcaca.

Apos resfriamento de 24 horas, as carcacas foram enviadas a empresa Vermelho
Grill Carnes & Cortes (Campo Grande, MS), onde foram colhidas amostras de cerca de
10 cm de espessura cortada transversalmente ao masculo Longissimus dorsi na altura da
122 vértebra toracica. Nessas amostras foram medidos o pH e a espessura da gordura de
cobertura, estimada a deposicdo de gordura intramuscular (marmoreio), desenhado o
contorno do misculo para célculo da area de olho de lombo e tomadas as medidas
colorimétricas (L*, a*, b* do sistema CIELab e célculo do croma e hue
MACDOUGAL, 1994).

As amostras, apés a retirada da gordura subcutanea, foram subdivididas em trés
subamostras, uma com 1 cm de espessura e dois bifes de 2,5 cm. Um dos bifes foi
congelado imediatamente e o outro mantido sob maturacdo por 7 dias a 2-3°C antes do
congelamento. Apos descongelamento esses bifes foram usados para a avaliagdo das
perdas por exsudacdo, por coccdo e forca de cisalhamento em um aparelho texturdbmetro
(TAXT.Plus Texture Analyser) equipado com lamina tipo Warner Bratzler Shear
(AMSA, 1995). As avaliacbes colorimétricas e de pH foram repetidas ap6s o
descongelamento desses bifes.

A subamostra de 1 cm foi utilizada para a avaliacdo do extrato etéreo pelo

método AOCS Am 5-04 (2009) com um sistema de extracdo automatica utilizando éter
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a alta temperatura e pressao (ANKOM XT15 Extractor, ANKOM Technology,
Macedon, USA).

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Para
caracterizagdo das carcagas e da carne das novilhas foi utilizado o procedimento
Univariate do SAS e realizados estudos de correlacdo de Pearson entre as varidveis
analisadas. As carcacas das novilhas foram avaliadas em funcdo do sistema de
terminagdo (Confinamento ou Semiconfinamento) em um modelo linear com o
procedimento GLM do SAS. Ja o efeito da maturacdo sobre a qualidade da carne foi
analisado em um modelo contendo os efeitos fixos dos sistemas de terminacdo
(confinamento ou semiconfinamento), da maturacdo (com ou sem) e da interacdo entre
os sistemas de terminagdo e a maturagdo. Para comparacdo entre as medias, utilizou-se

0 teste de Tukey a 5% de significancia.

Resultados e Discussao

Correlacdo entre as caracteristicas da carcacga e da carne de novilhas cruzadas

Na andlise de correlacdo entre as caracteristicas avaliadas (Figura 1) notam-se as
variaveis colorimétricas com altas correlacbes positivas. Foi observado correlacdo de
luminosidade com hue (r = 0,85) e croma (r = 0,50), indicando que carnes com melhor
luminosidade (L* mais alto) apresentaram uma tonalidade menos vermelha (hue mais

alto) e mais clara (croma mais alto).
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Figura 1. Correlagdes, conforme relacionamento de agrupamento (“clusters”), entre
variaveis quali-quantitativas da carcaca e da carne de novilhas cruzadas abatidas aos 13
meses de idade.

AC= acabamento; AOL= area de olho de lombo; CC= comprimento de carcaca; Confor= escore de
conformacdo; croma= variagdo entre claro e escuro na tonalidade da cor; DistGord = escore de
uniformidade na distribuicdo da gordura de cobertura; EE= extrato etéreo; EGS= espessura da gordura
subcutanea; hue= tonalidade da cor; Imusc = luminosidade da carne; MAR= marmoreio; MatFis=
maturidade fisiologica; PCQ= peso de carcaga quente; ph24 = pH apds 24 horas de resfriamento; pCoz =
perdas na cocgdo; PE- = perdas por exsudacdo ao descongelamento; FC =forca de cisalhamento. A core
o0 tamanho do circulo no cruzamento entre duas varidveis indicam, conforme escala a direita, o sinal e o
tamanho das correlagdes significativas (P<0,05). X indica que a correlacdo observada ndo foi
significativa (P>0,05). Retangulos internos indicam a formagdo de agrupamentos de variaveis.

As variaveis, luminosidade e hue apresentaram correlacdo negativa com a forca
de cisalhamento (r = -0,59 e r = -0,57, respectivamente), indicando que carnes mais
escuras e com menor tonalidade apresentaram maior dureza (Figura 1). De forma
similar, porém menos pronunciada, essas Vvariaveis apresentaram correlacdo negativa

com o pH 24 horas ap6s o abate (r = -0,33 e r = -0,33, respectivamente) e com a
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maturidade fisiologica das carcagas (r = - 0,26 e r = -0,28, respectivamente) , indicando
que animais mais velhos e/ou com pH mais elevado apresentam carnes de pior
aparéncia. Luminosidade e hue ainda apresentaram correlagdo positiva com a perda por
exsudacdo (r = 0,46 e 0,51, respectivamente), indicando que além de pior aparéncia,
carnes escuras tendem a produzir menos exsudato quando embaladas.

Cabe salientar duas correlagcbes positivas que denotam certa obviedade (Figura
1), aquela observada entre 0 peso de carcaga quente e o comprimento de carcaca ( r =
0,41), indicando que carcacas mais compridas também sdo mais pesadas, e entre o
escore de marmorizacdo e 0 extrato etéreo ( r = 0,43), como as duas variaveis referem-
se a deposicdo de gordura intramuscular, pode-se dizer que o escore de marmorizagdo

foi efetivo em predizer a quantidade de gordura presente nas amostras.

Efeito do sistema de terminacdo nas caracteristicas da carcaga de novilhas
cruzadas

As carcacas oriundas do confinamento apresentaram menor pH24, maior peso
de carcaca quente, melhor conformacdo e maior espessura de gordura, por outro lado, as
carcacas do semiconfinamento foram mais jovens (menor maturidade fisiologica) e mais

compridas (Tabela 1).
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Tabela 1. Caracteristicas quantitativas das carcagas de novilhas Angus X Nelore,

abatidas aos treze meses de idade, terminadas em dois sistemas de

producéo.

Variavel pe Confinamento SemiConfinamento
Média DP Média DP

pH24 0,0025 5,56a 0,01 5,64b 0,02
PCQ, kg 0,0007 216,04a 1,85 203,29b 3,12
Conformacéo? 0,0276 9,13a 0,15 8,50b 0,24
Acabamento? 0,3068 3,37 0,08 3,21 0,13
Distribui¢io* 0,3256 2,44 0,07 2,32 0,10
MatFis? 0,0011 13,06b 0,21 14,36 a 0,33
CC, cm 0,0026 121,82b 0,42 124,21a 0,65
AOL, cme 0,6593 76,57 1,23 75,56 1,92
EGS, mm 0,0001 7,22a 0,29 4,59b 0,44

DP= desvio padrdo; PCQ= peso de carcaca quente; CC= comprimento de carcaca;
AOL= éarea de olho de lombo; EGS= espessura da gordura subcutanea;

1 Conformacdo (escores de 1 a 18); Acabamento (escala de 1 a 5); Distribuicdo=
uniformidade da distribuicio da gordura (escala de 1 a 3); MatFis= maturidade
fisiologica (escala de 1 a 15);

a, b — Médias, na linha, seguidas de letras diferentes, diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

Apesar da diferenca entre os tratamentos, os valores de pH24 observados
podem ser considerados normais e foram favordveis para garantir a qualidade das
caracteristicas organolépticas da carne e sua conservacdo, pois estdo dentro da faixa
ideal que varia de 5,4 e 5,8, para garantir boa vida de prateleira da carne (MACH et al.,
2008), além de indicar um adequado manejo e abate dos animais (MUCHENJEA et al.,
2009).

A diferenca (p<0,05) no peso de carcaca quente entre os sistemas avaliados foi
de 12,75 kg, revelando a superioridade do confinamento em produzir carcagas mais
pesadas (Tabela 1). A média obtida foi superior ao descrito por Rodrigues et al. (2010),

que observaram peso de carcaca quente de 207,62 kg para fémeas superprecoces de
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diferentes grupos genéticos. Kazama et al. (2008) encontraram média de 179,5 kg para
novilhas Angus x Nelore confinadas, o que € inferior aos valores observados nos dois
sistemas avaliados neste estudo. O peso de carcacga esta relacionado ao peso vivo dos
animais ao abate e foi influenciado pelo plano nutricional ao quais os animais foram
submetidos. Assim, com os resultados, pode-se inferir que o maior aporte energético
disponivel no confinamento foi benéfico para producdo de carcacas mais pesadas, com
porcentagens de tecido muscular e adiposo mais pronunciado, observados pela maior
area de olho de lombo, conformacdo e espessura de gordura subcutanea, indicativos da
quantidade desses tecidos na carcaca.

Independentemente do sistema de terminacdo, a conformacdo retilinea observada
nas carcacas € indicativa de que os animais foram abatidos em um ponto de abate
apropriado, apresentando boa deposicdo muscular. Carcacas com  melhor
desenvolvimento muscular sdo preferidas pela industria, pois, tendem a apresentar
maior propor¢do da porcdo comestivel Muller (1987).

A espessura de gordura de cobertura no confinamento foi superior a observada
por Rodrigues et al. (2010) em estudo com novilhas superprecoces (5,87 mm) e também
por Muller et al. (2005) que encontraram 5,4 mm na carcaca de novilhas mesticas (Red
Angus X Nelore). A gordura é o tecido mais varidvel da carcaca, tanto em quantidade
quanto em distribuicdo, sendo depositado mais cedo por animais mais precoces que
tardios (RODRIGUES et al, 2010), e estd relacionada ao peso de abate, idade e a
densidade energética da dieta (RESTLE et al, 2001). Sendo essa Ultima a provavel
causa da menor espessura de gordura observada nos animais semiconfinados. Apesar
das carcacgas oriundas do confinamento apresentarem maior espessura de gordura, as do

semiconfinamento tiveram resultados satisfatorios, com cobertura de gordura acima do
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minimo  desejavel, conferindo um bom acabamento da carcaga e protecdo contra 0
resfriamento.

As carcacas oriundas do semiconfinamento tiveram medias maiores para
maturidade fisioldgica e comprimento de carcaga, caracterizando que foram maiores e
apresentaram carcacas mais jovens (Tabela 1). Em termos médios a maturidade
fisiologica das novilhas foi similar ao encontrado por Costa et al. (2002), que obtiveram
escore de maturidade de 14,5 para novilhos Red Angus de 13 meses terminados em
confinamento. No entanto, a média de comprimento de carcaca observado nas novilhas
foi superior ao descrito por Marques et al. (2006) de 113,8 cm para fémeas mesticas
(Nelore x Red Angus) confinadas. Segundo Hadlich et al.(2006) animais com tamanho
corporal grande tendem a depositar menos gordura intramuscular, informacdo que pode
ser confirmada em razdo da menor deposicdo de gordura observada nas carcacas das

novilhas semiconfinadas avaliadas neste estudo.

Efeito do sistema de terminacdo nas caracteristicas da carne de novilhas cruzadas
A carne das novilhas oriundas do confinamento apresentou maior
porcentagem de gordura, coloragdo mais clara, menor perda por exsudagdo e por

cozimento e menor forca de cisalhamento com e sem maturacdo (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas qualitativas da carne de novilhas Angus X Nelore, abatidas aos

treze meses de idade, terminadas em dois sistemas de producéo.

Variavel pe Confinamento SemiConfinamento
Média DP Média DP

Marmoreio! 0,2614 5,37 0,31 4,71 0,49
EE, % 0,0001 194 a 0,10 1,02b 0,15

Sem maturagdo
pH 0,8641 5,51 0,02 5,51 0,03
Luminosidade 0,0044 38,88 a 0,32 37,19b 0,48
croma 0,0015 20,17 a 0,19 19,44 b 0,28
hue 0,0004 0,71a 0,01 0,68b 0,01
pCoz, % 0,0023 26,25a 0,68 30,07b 1,01
PE, % 0,0320 6,57b 0,25 5,59 0,37
FC, kg 0,0003 7,75a 0,24 9,41b 0,36
Com maturacéo de sete dias

pH 0,2795 5,56 0,01 5,59 0,02
Luminosidade 0,0001 40,79 a 0,25 38,79b 0,40
Croma 0,4758 19,23 0,23 19,53 0,36
Hue 0,0007 0,77 a 0,01 0,72b 0,01
pCoz, % 0,0001 25,35a 0,63 31,27b 0,98
PE, % 0,1369 5,88 0,22 6,49 0,34
FC, kg 0,0040 5,50a 0,22 6,68b 0,34

DP= Desvio Padrdo; MAR = EE= Extrato Etéreo; pCoz= perdas no cozimento; PE=
perdas por exsudacdo; FC= Forca de cisalhamento;
1 Marmoreio (escore de 1 a 18);

a, b — Médias, na linha, seguidas de letras diferentes, diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

Né&o houve diferencas estatisticas (P>0,05) no escore de marmoreio da carne
produzida nos dois sistemas (confinamento e semiconfinamento), o que neste
experimento foi classificado como leve, indicativo de uma carne relativamente magra
(Tabela 2). A deposicdo do tecido adiposo segue uma ordem gradativa, sendo

depositada primeiramente a gordura visceral, seguida da intermuscular, subcutanea e
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por Gltimo a intramuscular (ALVES et al, 2015). Possivelmente, o baixo escore de
marmoreio observado na carne avaliadas nos dois sistemas, foi devido a pouca idade das
novilhas ao abate, apesar de apresentarem considerdvel deposicdo de gordura
subcutanea, ainda ndo teriam iniciado uma deposicdo acelerada de gordura
intramuscular. No entanto, maior porcentagem de extrato etéreo foi observada (P<0,05)
na carne de novilhas confinadas. Rodrigues et al. (2008) trabalhando com novilhas
superprecoces, encontrou Vvalores préximos aos observados neste experimento.
Entretanto, Fernandes et al., (2009) observaram média de 2,98 % na carne de novilhas
com 15 meses de idade, superior aos valores observados para os dois sistemas
avaliados, corroborando os relatos de Owens et al. (1993) de que animais de maior
idade tendem a apresentar carne com maior quantidade de gordura intramuscular.

A coloracdo da carne das novilhas confinadas (P<0,05), avaliada pelas médias de
luminosidade, croma e hue, sem e ap6s a maturacdo foi mais clara em relagdo as
semiconfinadas (Tabela 2). A cor da carne esta relacionada com o pigmento mioglobina
e pode ser influenciada pelo pH final, idade, atividade fisica e gordura Muchenjea et al.
(2009). Apesar dos animais do semiconfinamento Serem ligeiramente mais jovens que
os do confinamento, a diferenca na maturidade foi muito pequena e parece ndo ter
influenciado a cor da carne que, apresentou-se mais escura, por outro lado a coloragédo
mais intensa na carne desses animais pode ser devido ao exercicio fisico. A cor carne de
bovinos criado a pasto apresenta maior saturacdo da cor vermelha que animais
confinados (FELICIO, 1999), pois os misculos com maior atividade fisica tém maior
concentracdo de mioglobina, uma vez que necessitam de maior quantidade de oxigénio
para obtencdo de energia via anaerébica, com isso, apresentando coloracdo mais intensa
(PAULINO et al., 2013), corroborando os resultados observados. Além disso, o teor de

gordura também desempenha um papel importante na coloracdo da carne. Segundo
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Mancini & Hunt (2005), masculos com maior quantidade de gordura, apresentam maior
luminosidade, com isso coloracdo mais clara. Rodrigues (2007) observaram que animais
terminados em sistema suplementado apresentaram carne de coloragdo mais clara, com
maior teor de luminosidade e deposicdo de lipideos no misculo em relagdo aos animais
terminados a pasto, assim como observado neste estudo. A cor da carne ndo afeta a sua
palatabilidade, no entanto, € importante na sua comercializagdo, Vvisto que carnes com
coloragdo escura sdo rejeitadas pelo consumidor (MULLER, 1987).

Como no somatorio entre as perdas por exsudacdo e por cozimento (P<0,05),
tanto sem maturacdo quanto apds maturacdo de sete dias, houve maior perda na carne
das novilhas oriundas do semiconfinamentos (Tabela 2). De forma similar Vaz et al.
(2002) reportaram perdas na coccdo em estudo com novilhos mesticos superprecoces
préximos ao observados. Por outro lado, Rodrigues et al. (2008) observaram perdas na
coccdo 24 horas e apds sete dias de maturacdo inferiores aos observados, resultados que
também pode ser verificado em estudo realizado por KAZAMA et al. (2008). A
proteina exerce atracdo sobre a agua, logo, uma carne com maior teor de &gua apresenta
maior teor de proteina (FELICIO, 1999).  Entretanto, a proporcio de &gua em
mlsculos de animais jovens diminui com aumento no teor de tecido adiposo
(BIANCHINI et al., 2007), com isso, menores perdas ao descongelamento e coccéo
podem ser verificadas na carne de animais com maior precocidade para deposicdo de
gordura (RUBIANO et al., 2009), visto que, quando maior o teor de gordura na carne,
ha tendéncia de diminuir o teor de umidade, possivelmente, pelo fato da gordura ocupar
0 espaco deste e de outros constituintes (RODRIGUES & ANDRADE, 2004). Assim, a
possivel razdo pelas maiores perdas de liquidos na carne das novilhas semiconfinadas

foi devido ao menor teor de gordura apresentado na carne dessas novilhas.
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A forga de cisalhamento, tanto sem maturagdo quanto apds maturagdo de sete

dias foi menor (P<0,05) na carne das novilhas confinadas (Tabela 2). A menor forca de
cisalhamento observada pode estar associada a gordura e a velocidade de ganho pelas
novilhas. De forma indireta o tecido adiposo influéncia o grau de maciez da carne,
sendo atribuido um percentual de variabilidade da maciez da carne bovina ao grau de
marmoreio (KOOHMARAIE, 1992). Assim, a maior porcentagem de marmoreio
observada na carne das novilhas confinadas pode ter contribuido para menor forca de
cisalhamento. Ademais, 0s animais que possuem crescimento rapido produzem carne
mais macia do que os animais que crescem de forma lenta (SORIA & CORVA, 2004).
A taxa de crescimento muscular antes do abate esta relacionada com a maior maciez da
carne (THOMSON et al, 1999), principalmente devido a mudangcas na taxa de
renovacdo proteica (ZGUR et al, 2003), caracterizada pelo excedente entre a
quantidade de proteina muscular sintetizada e degradada (KOOHMARAIE et al., 2002).
Therkilsen et al. (2002), em estudo para determinar o efeito da taxa de crescimento de
bezerros sobre a atividade da calpaina post mortem concluiram que animais que ganham
peso rapidamente tendem a produzir carne mais macia e com maior indice de
fragmentacdo miofibrilar, ndo estando esses achados relacionados com alteragdes no
sistema enzimatico das Calpainas. De forma similar, Thomson et al. (1999) relataram
haver uma relacdo entre a taxa de crescimento e a atividade da pcalpaina pos mortem.
Os autores observaram que os novilhos que cresceram mais rapidamente tiveram as
maiores atividades de Lrcalpaina apOs o abate e produziram carne com maior maciez,
assim como as novilhas do confinamento neste estudo. Por outro lado, a maior perda de
agua por coccdo pode resultar em menor suculéncia e maciez da carne, medida pela

forca de cisalhamento neste estudo. Assim, as maiores perdas observadas na carne das
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novilhas semiconfinadas podem ter contribuido para sua menor maciez, em razio da
maior forca de cisalhamento apresentada.

Efeito da maturacdo na came de novilhas cruzadas

A maturacdo afetou (P<0,05) as variaveis L*, Hue e FC (Tabela 4). O processo
de maturacdo influenciou positivamente para uma coloracdo mais clara e menor FC da
carne.

Tabela 3. Influéncia da maturagdo (sem maturacdo ou maturagdo de 7 dias) sobre a

qualidade da carne de novilhas Angus X Nelore, abatidas aos treze meses

de idade.
Variavel P< DP Media Media )
(semmaturacdo) (maturacdo de 7 dias)

PE, % 0,3646 0,54 6,43 6,09

pCoz, % 0,8227 0,01 22,11 22,30
pH 0,1701 0,04 5,46 5,50

Luminosidade 0,0001 0,67 38,81b 40,98 a
Croma 0,1308 0,47 19,42 18,92
Hue 0,0001 0,01 0,72b 0,77 a
FC, kg 0,0001 0,50 7,91b 5,25a

DP= Desvio Padrao; PE=Perdas por exsudacdo; pCoz=Perdas no cozimento; FC= Forca
de cisalhamento;

a, b — Médias, na linha, seguidas de letras diferentes, diferem pelo teste Tukey (P<0,05).

As médias de luminosidade e Hue aumentaram com o tempo de maturacdo
(Tabela 3), contudo, a luminosidade observada estdo dentro da variacdo descrita por
Muchenje et al. (2009) como ideal para carne bovina (33,2 — 41,0). Farouk et al. (2009)
encontraram melhora na coloragdo da carne com uso da maturacdo antes do
congelamento, devido ao aumento da luminosidade, concluindo que esse aumento

poderia ser devido a oxidacdo lipidica.
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A menor forca de cisalhamento (5,25 kg) observada apds periodo de sete dias

de maturacdo (Tabela 3) esta relacionada a protedlise dos componentes estruturais das
miofibrilas pela acdo das proteases Calcio dependentes, ocorrendo o enfraquecimento
da estrutura da linha Z e promovendo o amaciamento da carne (KOOHMARAIE, 1994;
ANDRIGHETTO et al, 2006). De forma similar Rodrigues et al. (2008) atribuem a
menor forca de cisalhamento observada em novilhas de diferentes grupos genéticos
ap6s a maturacdo a acdo enzimatica no mlsculo post mortem. Os autores enfatizam que
0 periodo de sete dias de maturacdo da carne de animais superprecoces € suficiente para
padronizar a maciez da carne, corroborando os resultados observados no estudo. Apesar
da forca de cisalhamento da carne maturada ser levemente superior ao limite descrito
por Shakelford et al. (1999) de 5 kg para carne bovina macia, pode-se inferir que o

processo de maturacdo influenciou positivamente para melhorar a maciez da carne.

Conclusédo
Foi observado variabilidade nas caracteristicas de carcaca e da carne das
novilhas cruzadas, terminadas em confinamento ou semiconfinamento. O sistema de
confinamento foi mais apropriado que semiconfinamento para terminacdo de novilhas
que apresentam boas carcacas e carne com parametros de qualidade satisfatorios, em

especial a maciez, para atender o mercado de carnes nobres.
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CAPITULO 3 - Associagdo entre marcadores moleculares e a qualidade da carcaca
e came de novilhas destinadas ao mercado de carnes nobres

(Revista Brasileira de Zootecnia)

RESUMO - O estudo visou identificar possiveis associacbes de marcadores
moleculares com qualidade da carcaca e carne de novilhas destinadas ao mercado de
carnes nobres. Utilizou-se 148 novilhas cruzadas para avaliagbes quali-quantitativas da
carcaca e da carne ndo maturadas e apds sete dias de maturacdo. Amostras de tecido
muscular foram utilizadas para extracdo de DNA. Os polimorfismos FABP3 e FABP4
foram selecionados para validagdo com genotipagem por PCR em tempo real e
submetidos a estudo de associacdo com caracteristicas de producdo. O efeito de cada
marcador sobre as caracteristicas fenotipicas foi analisado utilizando-se o procedimento
General Linear Model (GLM) do SAS. Observou efeito aditivo do gene FABP3 com
CC (P<0,0289) e MAR (P<0,0179) e do FABP4 com CC (P<0,0465) e Hue (P<0,0030).
Os SNPs FABP3 e FABP4 contribuiram na formacdo das caracteristicas da carcaca e da

carne.

Palavras-chave: bovinos de corte, FABP3, FABP4, marmoreio, polimorfismo.
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ABSTRACT- The study aims to identify possible combinations of molecular
markers and quality of carcass and meat heifers destined for the noble meat market. We
used 148 cross heifers and conducted qualitative and quantitative assessments of the
carcass and meat without and after seven days of aging. Muscle tissue samples were
used for DNA extraction. The FABP3 and FABP4 polymorphisms were selected for
validation by genotyping by real-time PCR and subjected to study association with
production characteristics. The effect of each marker on phenotypic traits were analyzed
using the General Linear Model procedure (GLM) of SAS. The two markers are in
Hardy-Weinberg 5%. It was observed additive effect of gene FABP3 with CC (P
<0.0289) and SEA (P <0,0179) and FABP4 with CC (P <0,0465) and Hue (P <0,0030).
SNPs FABP3 and FABP4 contributed to the formation of the carcass and meat

characteristics.

Key-words: beef cattle, FABP3, FABP4, marbling, polymorphism.

Introducdo

A expansdo da cadeia produtiva da carne brasileira esta ligada a implantacdo de
novas tecnologias na busca por animais mais produtivos associados a producdo de carne
de melhor qualidade. Neste sentido, faz-se necessario 0 uso de informacBes genéticas
obtidas a partir de marcadores moleculares associados a caracteristicas de interesse
econdmico com intuito de minimizar a variabilidade da qualidade da carne bovina.

O efeito da genética sobre a qualidade da carne é largamente descrito na
literatura (ANDERSSON, 2001; BURROW et al, 2001). Atualmente alguns genes ja
foram identificados e relacionados a caracteristicas de qualidade da carcaca e da carne,
dentre eles, os genes FABP3 e FABP4, que desempenha fun¢do no transporte de acidos
graxos a partir da membrana plasmatica para regides intracelulares (VEERKAMP E
MAATMAN, 1995).

O gene FABP3 esta envolvido na absorcdo e utilizacdo de &cidos graxos de
cadeia longa, sendo expresso em tecidos que possuem alta demanda de acidos graxos
(GERBENS et al.,, 1999; CALVO et al., 2004; CHO et al., 2011). J4 o gene FABP4,
codifica uma proteina citoplasmatica que liga longas cadeias de &cidos graxos e outros
ligantes hidrofébicos, desempenhando importante funcdo na regulacdo da homeostase
de lipideos e glicose, sendo relatada sua associacdo com caracteristicas de marmoreio e

deposicdo de gordura subcutanea em bovinos (MICHAL et al., 2006).
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Diante do exposto, objetivou-se avaliar a associacdo de gendtipos dos genes
FABP3 e FABP4 com caracteristicas de qualidade de carcaca e da carne de novilhas

cruzadas destinadas ao mercado de carnes nobres.

Material e Métodos

Foram amostradas e avaliadas 148 novilhas Angus X Nelore com idade média
de 13 meses e 407,5 kg de peso vivo provenientes de 12 abates realizados entre
fev/2015 a fev/2016 totalizando 336 animais oriundos de uma Unica propriedade rural
localizada no municipio de Chapaddao do Sul-MS, que utiliza semiconfinamento ou
confinamento como prética de terminacdo de animais destinados a uma parceria
comercial especifica.

No Semiconfinamento as novilhas ficavam em pastagem de Brachiaria
brizantha cv. Marandu, sendo ofertado concentrado a base de milho grdo seco, farelo de
soja, caroco de algoddo e nicleo. As novilhas do confinamento receberam dieta de
silagem, milho grdo seco, farelo de soja e nicleo, no consumo de 2,5% do PV.

Os animais foram abatidos em um frigorifico comercial localizado no
municipio de Terenos-MS (Frigorifico Frizelo), seguindo as normas higiénico sanitarias
e de abate humanitario (RIISPOA).

No frigorifico, as carcagas foram avaliadas quali-quantitativamente (MULLER,
1987; BRASIL, 1989 e AMSA, 1995) para peso de carcaca quente, conformacao,
maturidade  fisiologica, acabamento, distribuicdo da gordura de cobertura e
comprimento de carcaca.

Apos resfriamento de 24 horas, as carcagas foram enviadas a empresa Vermelho
Grill Carnes & Cortes (Campo Grande, MS), onde foram colhidas amostras de cerca de
10 cm de espessura cortada transversalmente ao masculo Longissimus dorsi na altura da
122 vértebra toracica. Nessas amostras foram medidos o pH e a espessura da gordura de
cobertura, estimada a deposicdo de gordura intramuscular (marmoreio), desenhado o
contorno do musculo para calculo da area de olho de lombo e tomadas as medidas
colorimétricas (L*, a*, b* do sistema CIELab e calculo do croma e hue
MACDOUGAL, 1994).

As amostras, apds a retirada da gordura subcutanea, foram subdivididas em trés
subamostras, uma com 1 cm de espessura e dois bifes de 2,5 cm. Um dos bifes foi

congelado imediatamente e 0 outro mantido sob maturacdo por 7 dias a 2-3°C antes do
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congelamento. Apds descongelamento esses bifes foram usados para a avaliagdo das
perdas por exsudacdo, por coccdo e forca de cisalhamento em um aparelho texturbmetro
(TAXT.Plus Texture Analyser) equipado com lamina tipo Warner Bratzler Shear
(AMSA, 1995). As avaliagbes colorimétricas e de pH foram repetidas apds o
descongelamento desses bifes.

A subamostra de 1 cm foi utilizada para a avaliacdo do extrato etéreo pelo
método AOCS Am 5-04 (2009) com um sistema de extracdo automética utilizando éter
a alta temperatura e presséo (ANKOM XT15 Extractor, ANKOM Technology,
Macedon, USA).

Para as avaliacbes genotipicas foram coletados amostras do masculo
Longissimus dorsi, que foram armazenadas em tubo criogénico e congeladas a -20°C. O
DNA genémico foi extraido utilizando o método descrito por Regitano e Coutinho
(2001), sendo quantificado por espectrofotometria em aparelho NanoDrop (Thermo
Scientific ND 1000) e a integridade verificada em gel de agarose a 0,8%.

Os genes utilizados para associacdo foram o FABP3 e FABP4. As sequéncias
de nucleotideos que codificam os genes bovinos FABP3 e FABP4 estdo depositadas no
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(http/Avww.ncbi.nim.nin.gov/) sob o nimero de identificacio 281758 e 281759,
respectivamente.

Os SNPs FABP3-G/A (BLECHA, 2015) e FABP4-G/C (RS 110383592) foram
genotipados por PCR em tempo real utilizando o sistema TagMan® (Applied
Biosystems). Os oligonucleotideos e reporters foram utilizados na concentracdo de 36

uM e 8 uM, respectivamente, e suas sequéncias estdo dispostas na Tabela 1.
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Tabela 1. Sequéncia dos oligonucleotideos e repdrteres utilizados na gPCR

Gene Iniciador direto  Iniciador reverso Reporter 1 Reporter 2
FABP3 GGTCATTGAGC GAGGGAAGGGTA TCGCCTCTCG TCGCCTCTC
CCCTTGTACT TGAGCATGAG CTCCAG (VIC) ACTCCAG
(FAM)
FABP4 TGGGATGACCT ACCATAAAGAGA AGAAGATACT AGAAGATAC
AGCACTAAAAT AAACTCGTGGAT CACGAGCACC TCACCAGCA
CTAGAA GAT (VIC) CC (FAM)

VIC E FAM: Fluoréforos utilizados para marcar os nucleotideos dos SNPs. Adaptado
de Blecha (2015).

As genotipagens foram realizadas em termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems, EUA) seguindo o programa padrdo “genotyping”. A mistura de reagentes
para genotipagem foi padronizada para um volume final de 5 uL e constituida por 30 ng
de DNA, 2,5 uL de Tag Man Master Mix e 0,125 uL de Assay.

Para melhor agrupamento dos diferentes gendtipos foram inseridos em cada
placa controles positivos (amostras confirmadas de cada um dos genotipos possiveis). E
para confirmagdo da pureza dos reagentes utilizados foram inseridos controles negativos
(gua livre de DNAse e estéril no lugar de DNA).

A partir da identificacdo dos genotipos, foram calculadas, de acordo com Weir
(1996), as frequéncias genotipicas e alélicas. Foi realizado teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg pelo pacote HardyWeinberg do R (R Core Team, 2016).0s desvios das
frequéncias observadas em relacdo as esperadas foram analisados a 5% de significancia.

As caracteristicas de carcaca foram avaliadas em um modelo misto que continha
o efeito dos marcadores moleculares e aleatério do sistema de terminacdo
(Confinamento ou Semiconfinamento). O efeito aditivo dos marcadores sobre a
qualidade da carne foi avaliado em um segundo modelo contendo os efeitos fixos da
maturacdo, dos sistemas de terminacdo (confinamento vs semiconfinamento) e da
interacdo entre os sistemas de terminagdo e as maturagdes, assim como foi colocada a

espessura de gordura, o pH, o grau de marmorizacdo como co-variaveis.
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Resultados e Discussao

Genotipagem e estudo de associagdo com caracteristicas fenotipicas

As duas variantes alélicas de cada um dos dois polimorfismos avaliados foram
representadas no grupo genético estudado (Tabela 2). Foi observado maior frequéncia
do alelo G no FABP3-G/A e no FABP4-G/C, ocorreu maior frequéncia do alelo C.

Tabela 2. Frequéncia alélica e genotipica dos polimorfismos FABP3-A/G e FABP4-
C/G para grupo genético Angus X Nelore.

Polimorfismo Alelos Frequéncia (%)
FABP3-G/A G 58,85
(113 genotipagens) A 41,15
FABP4-G/C G 17,65
(102 genotipagens) C 82,35

Genotipos
FABP3-G/A AA 9,73
AG 62,82
GG 27,44
HW 0,001
FABP4-G/C cC 65,69
CG 33,33
GG 0,98
HW 0.099

HW=Hardy Weinberg

Para 0 SNP FABP3 o teste de equilibrio HW foi significativo (P<0,05) pelos trés
métodos de avaliacdo (teste exato de Haldane, qui-quadrado e razdo de verossimilhanga)
indicando que o0s genotipos encontrados ndo estdo em equilibrio (Tabela 2). Ja para o
SNP FABP4 os trés testes ndo foram significativos (P>0,05), indicando que os
genotipos estdo em equilibrio de Hardy-Weinberg.

Observou-se que houve um excesso de animais heterozigotos no SNP FABP3
em relacdo a expectativa frente as frequéncias alélicas desse loco, embora os preceitos

para a manutencdo do equilibrio de Hardy Weinberg (inexisténcia de acasalamentos
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seletivos, de mutagcOes, de migracOes, de selecOes e de deriva) ndo sejam atendidas de
forma plena na populacdo em estudo, ndo houve uma razdo especifica para tal distor¢ao.
Se houvesse alguma razdo forte para essa distorcdo no SNP FABP3 ela deveria ter
atingido também o loco do SNP FABPA4.

Entre os animais analisados para o polimorfismo FABP3-G/A, 11 apresentaram
0 gendtipo AA, 71 o gendtipo AG e 31 o genotipo GG (Tabela 2). Esse SNP foi
observado pela primeira vez em estudo com bovinos de diferentes grupos genéticos
conduzido por Blecha et al. (2015). Os autores observaram para 0 SNP FABP3-G/A que
55,2% dos animais apresentaram o genotipo GG, 40,3% o gendtipo GA e 4,5% AA.
Essas frequéncias genéticas sdo ligeiramente diferentes das encontradas (27,4%, 62,8%
e 9,7%, respectivamente para 0s mesmos gendtipos). Parte dessa diferenca pode ser
explicada pelas frequéncias alélicas obtidas por Blecha et al. (2015), que foram 75,4%
para G e 24,6% para A.

Para o polimorfismo FABP4 G/C 67 animais apresentaram o genétipo CC, 34 o
gendtipo CG e 1 o gendtipo GG (Tabela 3). Blecha et al. (2015) em estudo com bovinos
de diferentes grupos genéticos, observaram que 61,2% dos animais apresentaram o
gendtipo CC, 34,3% o genétipo GC e somente 4,5% o gendtipo GG. Os autores
enfatizam que a menor frequéncia do alelo “G” encontrada, assim como no presente
estudo, pode indicar que este alelo estd sendo introduzido ou saindo das populagdes
estudadas. No entanto, Oh et al. (2012) avaliando bovinos coreanos da raga Hanwoo
encontraram frequéncias de 36,3%, 47,7% e 16% para os gendtipos GG, GC e CC
respectivamente, sendo que “C” foi o alelo menos frequente (44%).

Em relacdo as caracteristicas de carcaca e para 0s dois genes FABP3 e
FABP4, somente houve efeito aditivo (P<0,05) para CC, P=0,0289 e P=0,0465,

respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3. Efeito dos genes FABP3 e FABP4 sobre caracteristicas de carcaca de
novilhas Angus x Nelore abatidas aos treze meses de idade.

Numero Efeito aditivo
Variavel animais

FAPB3 FABP4
PCQ, kg 92 0,4728 0,1984
Conformacao? 96 0,8255 0,2124
Acabamento! 96 0,2200 0,9977
Distribuigéo* 96 0,9638 0,2485
MatFis? 96 0,9397 0,9994
CC, cm 96 0,0289* 0,0465*
AOL, cm? 96 0,7256 0,8409
EGS, mm 95 0,2415 0,2055

PCQ = peso da carcaga quente; CC= comprimento de carcaca; AOL= area de olho de
lombo; EGS= espessura de gordura subcutanea.

1 Conformacdo (escala de 1 a 18 pontos); Acabamento (escala de 1 a 5); Distribuicdo da
gordura na carcaca (escala de 1 a 3); Maturidade fisiologica (escala de 1 a 15);

* = efeito significativo (P<0,05);

Os resultados de estudo de associagdo mostraram que, embora as proteinas do
gene FABP estejam relacionadas a deposicdo de gordura em diversos tecidos (LIANG
et al, 2014; MICHAL et al, 2006), alguns autores verificaram a relacdo de
polimorfismos FABP3 e FABP4 com caracteristicas de carcaca em bovinos, como neste
experimento. Em estudo pioneiro de associacdo utilizando o mesmo SNP avaliado neste
estudo, Blecha et al. (2015) verificaram pequeno efeito com area de olho de lombo em
bovinos de diferentes grupos genéticos. De forma similar, (Liang et al, 2014)
verificaram associacdo significativa com comprimento e rendimento de carcaca em
bovinos Qinchuan. Cho et al.(2008), verificaram efeito do gene FABP4 com espessura
de gordura e peso de carcaca em bovinos coreanos. Michal et al., (2006) encontraram
associagdo significativa entre FABP4 e escores de marmoreio e deposicdo de gordura
subcutanea em animais F2 originados do cruzamento Wagyu X Limousin

Para as variaveis quali-quantitativas da carne, foi observado efeito aditivo dos
alelos do gene FABP3 (P<0,05) para o escore de marmoreio e do gene FABP4 (P<0,05)

para os valores de hue apds sete dias de maturacdo (Tabela 4).
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Tabela 4. Efeito dos genes FABP3 e FABP4 sobre caracteristicas da carne de novilhas
Angus X Nelore abatidas aos treze meses de idade.

Variavel Numero Efeito Aditivo

animais FAPB3 FABP4
Marmoreio! 96 0,0179* 0,0921
Extrato etéreo, % 96 0,1239 0,2636

Sem maturagdo
Ph 90 0,8045 0,4428
Luminosidade 90 0,5385 0,2592
Croma 90 0,1192 0,2950
Hue 90 0,6786 0,0680
FC, kg 90 0,6957 0,5128
PE , % 89 0,9545 0,7221
pCoz, % 90 0,3376 0,6247
Com Maturacao de sete dias

pH 96 0,5169 0,9497
Luminosidade 96 0,3869 0,6679
Croma 96 0,0543 0,1153
Hue 96 0,3603 0,0030*
FC, kg 96 0,7824 0,7645
PE, % 96 0,3508 0,3858
pCoz, % 96 0,6356 0,6406

FC= Forca de cisalhamento; PE= perdas por exudacdo; pCoz= perdas por cozimento;
IMarmoreio (escore de 1 a 18);

*= efeitos significativos (P<0,05);

O efeito do gene FABP3 com sobre a deposicdo de gordura intramuscular na
carne corroboram o disposto na literatura, devido ao gene ser expresso em tecidos com
alta demanda de &cido graxos como o musculo esquelético (GERBENS et al., 1999;
CALVO et al,, 2004).

Foi observado efeito de substituicdo alélica (P<0,05) do SNP FABP3-G/A sobre as
variaveis, comprimento de carcaga e marmoreio e do SNP FABP4 G/C com

comprimento de carcaca e hue apos sete dias de maturacdo (Tabela 5).
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Tabela 5. Efeito de substituicdo alélica em varidveis com evidéncias de efeito aditivo

em novilhas Angus x Nelore, abatidas aos treze meses de idade.

FABP3 G/A FABP4 G/C
Variavel
P< Efeito P< Efeito
CC, cm 0,0289* -1,32 0,0465* -1,42
Marmoreio? 0,0179* 1,06 0,0921
Hue 7 dias 0,3603 0,0030* -0,04

CC= Comprimento de carcaca;
1 Marmoreio (escore de 1 a 18);

*= efeitos significativos (P<0,05);

No SNP FABP3-G/A (P<0,05) o alelo G diminuiu o comprimento da carcaca e
aumentou o escore de marmoreio da carne (Tabela 5). Blecha et al. (2015) observaram
que o alelo G diminui em -0,11 cn? da area de olho de lombo. Os autores enfatizam que
devido essas caracteristicas serem de carater quantitativo, ou seja, controlado por varios
genes, € comum a observacdo desse pequeno. Para 0 SNP FABP4-G/C (P<0,05), o
efeito substitutivo alelo G diminuiu o comprimento de carcaca e a variavel colorimétrica
hue apos periodo de maturagdo da carne. Tizioto et al. (2010), observaram em analise de
substituicdo alélica efeito significativo (P=0,004) do SNP FABP4 com deposicdo de
gordura na carcaca numa populacdo de bovinos Canchim. Os resultados observados por
estes autores indicam que a substituicdo de um alelo G por um alelo A pode conduzir a

uma diminuicdo de 0,11 mm na média de espessura de gordura subcutanea.

Concluséo
O SNP FABP3-G/A apresentou efeito substitutivo para deposicdo de gordura
intramuscular e comprimento de carcaga. O SNP FABP4-G/C apresentou efeito
substitutivo para comprimento de carcaca e tonalidade da cor da carne. Assim, 0os SNPs
avaliados podem ser usados no processo de selecdo de animais precoces, que
apresentardo carcagas menores e carne com maior marmorizagdo e coloragdo mais

avermelhada.
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CAPITULO 4 — CONSIDERACOES FINAIS

Um produto de qualidade é resultado de tudo que acontece durante toda cadeia
produtiva, desde a escolha da raga, do sistema de producdo, abate até a forma de preparo
para 0 consumo. As variages na qualidade da carne é resultado de alteracbes em suas
caracteristicas organolépticas, principalmente a maciez, considerada uma caracteristicas
de importancia econémica, visto que, sua inconsisténcia, € um dos mais importantes
problemas que desafia a cadeia de producéo da carne bovina.

Em virtude da variabilidade na qualidade da carne bovina comercializada, torna-
se de suma importancia o uso de ferramentas como o0s marcadores moleculares que
auxilie na selecdo de gendtipos que apresente fenodtipos com qualidade satisfatorios.

Neste estudo, verificou-se variabilidade nas caracteristicas de carcagca e carne,
sendo gue o sistema de confinamento demostrou ser mais viavel para producdo de carne
com qualidade superior. Foram observadas associacOes significativas dos SNPs FABP3
e FABP4 com o comprimento de carcaga, tonalidade da cor da carne e deposicdo de
gordura intramuscular, assim como disposto na literatura.

As informagdes obtidas neste estudo poderdo contribui para a sele¢édo precoce de
animais com alelos relacionados principalmente ao grau de marmoreio que por sua Vvez,
contribui para maior maciez da carne, a fim de diminuir a variabilidade na qualidade da
carne comercializada e, consequentemente, agregar valor ao produto e possibilitar o

direcionamento para nichos de mercado diferenciados.
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APENDICE
METODOLOGIA DETALHADA

Animais e Abates

O estudo foi realizado na Embrapa Gado de Corte, situada no municipio de
Campo Grande, MS. Foram utilizadas 148 novilhas Angus x Nelore, com idade media
de 13 meses, pertencentes ao rebanho de uma propriedade rural localizada no municipio
de Chapaddo do Sul-MS, terminadas em dois sistemas distintos: Confinamento e
Semiconfinamento.

No periodo de fev/2015 a fev/2016 foram acompanhados 13 abates, sendo estes
realizados em frigorifico comercial localizado no municipio de Terenos-MS (Frigorifico
Frizelo), seguindo as normas higiénico sanitiarias e de abate humanitario (RIISPOA).
Durante os abates foram coletados os nimeros de SISBOV (Sistema Brasileiro de
Identificacdo e Certificacdo de Origem Bovina e Bubalina) e as carcacas identificadas
individualmente com a ordem de abate.

Os animais foram abatidos de acordo com o0s seguintes procedimentos:
atordoamento dos animais e insensibilizacdo por concussdo cerebral, seguida de sangria,
esfola, separacdo da cabeca e patas, evisceracdo e divisdo da carcaga em duas meias

carcacas.

AvaliacGes das carcacas

Ao final da linha de abate, cada meia carcaca esquerda foi avaliada para peso
de carcaca quente (PCQ), conformacdo (Confor), maturidade fisiologica (Mat Fis) e
comprimento de carcaga (CC), conforme metodologia proposta por Muller (1987),
Brasil (1989) e AMSA (1995).

A Confor das carcacas foi avaliada utilizando as seguintes categorias (Tabela
1).
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Tabela 1. Categorias de conformacdo e valores numéricos correspondentes.

Conformacao Correspondente Categoria Simbolo Valor numeérico
* 18
Hiperconvexa Superior 0 17
i 16
i 15
Convexa Muito boa 0 14
13
i 12
Sub-convexa Boa 0 11
10
i 9
Retilinea Regular 0 8
5
i 6
Sub-retilinea Ma 0 5
i 4
i 3
Concava Inferior 0 2
1

Par determinar a MatFis utilizou-se a escala de 1 a 15 pontos dividida em
classes de A a E e em subclasses = menos, média e mais, sendo 1 = animal mais velho e
15 = animal mais novo); o CC foi determinado com trena milimetrada, comparando-se a
distncia desde a borda anterior do 0sso pubis ao bordo cranial medial da 12 costela.

O acabamento (AC) foi determinado utilizando a seguinte escala de pontos (1:
Ausente, 2: Escasso (1 a 3 mm), 3: Mediana (acima de 3 a 6mm), 4. Uniforme (acima
de 6 a 10mm) e 5 Excessiva (acima de 10mm); para distribuicdo da gordura (DistGord)

utilizaou-se a escala de pontos (1: Desuniforme, 2: Média e 3: Uniforme)

Avaliacdes de qualidade da carne
Apoés resfriamento de 24 horas, as carcacas foram enviadas a empresa
Vermelho Grill Carnes & Cortes, onde foram colhidas amostras de cerca de 10 cm de
espessura cortadas transversalmente ao musculo Longissimus dorsi na altura da 122
Vértebra toracica. Nessas amostras foi mensurada, a espessura da gordura de cobertura
(EGS) com auxilio de paquimetro digital graduado em milimetros sendo a medida
realizada a 2/3 da borda medial do masculo L. dorsi.
A érea de olho de lombo (AOL) foi desenhada em papel vegetal, posteriormente,

escaneado e recortado para obtencdo da area (Figura 1). A area foi determinada com o
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auxilio de uma maquina de medicdo de area foliar da Marca Li-Cor Modelo 3100 Area
Meter (Figura 2).

Figura 1. Desenho da area do musculo Longissimus dorsi em papel vegetal

Figura 2. Fotografia da maquina de medicdo de &rea foliar

Cada recorte foi mensurado seis vezes para obtencdo da media da area de olho
de lombo (MEDAoL), intercalados de duas mensuracdes do padrdo de area da maquina
(50c®) para obtencdo da média padrdo (MEDpadrao). A AOL corrigida (AOLcorrig) foi
calculada a partir da seguinte equacao:

AOLcorrig (cm?)= MEDAoL*50/MEDpadrao
Onde:
AOLcorrig= Area de olho de lombo corrigida
MEDAaoL= Média da &rea de olho de lombo

MEDpadrio= Média padrao

O pH foi medido com o auxilio de um peagametro digital Modelo HI 99163
Marca Hanna, equipado com sonda de penetracdo especifica para carcagas/carne.
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Para as analises de marmoreio (MAR), utilizou-se como referéncia o padrdo do
United States Departamento of Agriculiure — USDA Quality grade adaptada por Muller
(1987), com escalas de 1 a 18 pontos, divididas em trés subclasses menos, media e mais
(Tabela 2, Figura 3).

Tabela 2. Escalas de marmoreio e valores numéricos correspondentes.

Escala (Correspondéncia USDA) Simbolo Valor numérico
TRACOS - T L o
(Slight —SL) T 333 3
L 367 4
LEVE ~L L° 400 5
(Small — Sm) L 433 6
PEQUENO —P e IO
(Modest — Mt) N
P 533 9
2 ME 7 1
MEDIO - ME MED o
(Moderate — Md) ME* 633 12
MODERADO - MO o ol
(Slightly Abundant — SLA) MO™ 733 15
ABUNDANTE - AB ::go ;%Z) 116;
(Moderately Abundant — MDA) AB* 833 18

P(7a9)

P

'I;(1a3) L (4a6) 'Mé(loaIZ) -MO(13a15) AB (16 a 18)

Figura 3. Escala de marmoreio USDA (1965), adaptado por Muller (1980).

Para a avaliacdo da cor as amostras foram expostas ao ambiente para
oxigenacdo durante 20 minutos. A cor das amostras foi determinadas pela média de trés

mensuracdes tomadas em trés pontos de cada amostra com um auxilio de um
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colorimetro portatil modelo MiniScan XE Plus Hunterlab, com fonte de luz D65 e
angulo de leitura de 10°, para as caracteristicas L*a*b* do sistema CIELab. O L* é 0
croma associado a luminosidade (L*=0 preto, L*=100 branco); a* é o croma que varia
do verde (-) ao vermelho (+); e b*, que varia do azul (-) ao amarelo (+). A calibracéo do
aparelho era efetuada com um padrdo branco (L*=93,30, a=-0,89, b*=0,95) e outro
preto (L*=1,19, a*=1,27, b*=1,92).

A partir dos valores de a* e b* foram calculados os valores de Chroma (C*) e
Hue (H*):

C*=J((ax)?+ (b %)?)
H*= tan‘l[%] onde,

Onde:

a*= croma que varia do verde (-) ao vermelho (+)
*=croma que varia do azul (-) ao amarelo (+)

tan= Tangente

C*= chroma

H*= hue

As analises das caracteristicas de perdas por exsudacdo (PE), perdas por coccéao
(pCoz) e forca de cisalhamento (FC) foram realizadas segundo metodologia proposta
pela AMSA (1995).

As amostras, apds a retirada da gordura subcutanea, foram subdivididas em trés
subamostras. Foram retiradas dois bifes de 2,5 cm e um de 1 cm de espessura e
embaladas a vacuo. Duas amostras foram submetidas a dois tempos de maturacdo, zero
dia (TO) sendo congelada imediatamente apds a coleta e sete dias (T7) permanecendo
em resfriamento por sete dias a 2°C e, posteriormente, congeladas até a realizacdo das
analises de maciez, a Ultima amostra foi congelada para posterior andlise de extrato
etéreo (EE).

Para a andlise de PE as amostras submetidas ao TO e T7 de maturagdo foram
descongeladas em geladeira por 18 horas, em embalagens plasticas para cole¢do do
exsudado, posteriormente foram pesadas individualmente o conjunto Pi (amostra +

embalagem + exsudado), para tal foi utilizado balanca semi analitica com precisdo de *
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0,01g, apos foi retirada a amostra da embalagem e pesada novamente sem o exsudado
(Pf), nas duas pesagens foi descontadas o valor da embalagem. A perda de exsudato
(PE) foi determinada pela diferenga do peso da amostra antes e depois da eliminagcdo do
exsudado, sendo:

[PE= (Pi-PH)/Pi], expressa em %.

Os bifes foram assados em forno elétrico de circulacdo de ar forcada pré-
aquecido a 193°C e a temperatura interna de cada amostra foi monitorada
individualmente com auxilio de termopares posicionados no centro geométrico de cada
amostra. Ao atingirem a temperatura de 42° C as amostras foram viradas e mantidas no
forno até atingirem a temperatura interna de 71°C. Apds assadas foram resfriadas até
atingirem temperatura ambiente, em torno de 28°C e, posteriormente, pesadas para a
obtencdo das perdas por coccdo (PC) obtido pela proporcéo da diferenca de peso inicial
(Pi) antes do cozimento e peso final (Pf), apds o cozimento, sendo:

[PC= (Pi-Pf)/Pi], expressa em %.

Para a realizagdo da maciez objetiva pela forca de cisalhamento, os bifes
cozidos e embrulhados em papel filme foram mantidos em resfriamento a 2-5°C durante
24 horas. Com auxilio de um vasador acoplado a uma furadeira de bancada Marca
Schulz Pratika, retirou-se do interior de cada bife, seis subamostras cilindricas medindo
1,27 cm diametro por 2,54 cm de comprimento, extraidas paralelamente ao longo do

eixo das fibras musculares (Figura 4).

Figura 4. Subamostras extraidas para analise de Forca de cisalhamento

As subamostras foram cisalhadas utilizando o aparelho texturbmetro TA XT

Plus Marca Texture Analyser equipado com lamina tipo Warner Bratzler Shear (Figura
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5). O valor de maciez de cada amostra foi representado pela média aritmética dos
valores de forca de cisalhamento obtido nas seis subamostras. Estes procedimentos

foram repetidos para todas as amostras correspondentes aos dois periodos de maturacéo.

Figura 5. Texturdbmetro acoplado com lamina tipo Warner Bratzler Shear.

As analises de porcentagem de gordura intramuscular (extrato etéreo) foram
realizadas segundo metodologia proposta pela AOCS (American Oil Chemists’Society)
Am 504 (2009) com um sistema de extracdo automdtica utilizando éter a alta
temperatura e pressaio (ANKOM XT15 Extractor, ANKOM Technology, Macedon,
USA), consistindo de duas etapas: uma de preparacdo das amostras e a outra de
extracdo, conforme apresentado a seguir.

Etapa 1 — Preparacdo das amostras: As amostras coletadas nos abates ficaram
armazenadas em freezer a -18°C. Para as andlises de extrato etéreo foram retiradas
subamostras de 1cm de cada bife, das quais eram retirados todos os musculos anexos ao
Longissimus, tecido conjuntivo e gordura externa (subcutnea e intermuscular) (Figura
6). Estas fatias ja “limpas” foram moidas com auxilio de moedor eltrico, de modo a

adquirirem consisténcia pastosa e homogénea.

Figura 6. Subamostra do musculo Longissimus dorsi sem tecidos anexos
(subcutaneo e intermuscular).
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As pesagens das amostras para extragdo foram realizadas em duplicata. Os
bags foram numerados com caneta permanente a prova de solventes e resistente a alta
temperatura, pesados (PBG) e a partir dai pesava-se cerca de 2 gramas de amostra in
natura moida (PAM) e colocava-se no bag. Este bag era entdo selado e colocado na
estufa de esterilizacdo e secagem por 12 horas a uma temperatura de 100 °C. Esta foi
uma adaptacdo a técnica AOCS Am 5-04 (2009) que propbe 3 horas de secagem das
amostras em estufa, sob a mesma temperatura. Apds 12 horas, as amostras foram
retiradas da estufa, colocadas em dessecador por 30 minutos e pesadas (PAS).

Etapa 2 — Extracdo: A extracdo de lipidios totais das amostras (extrato etéreo)
foi realizada utilizando um aparelho com sistema de extracdo automéatica com éter de
petdleo a alta temperatura (90 °C) e pressdo (ANKOM XT15 Extractor, ANKOM
Technolgy, Macedon, USA), por 30 minutos (Figura 7).

Figura 7. Extrator ANKON XT15

Apbs a extracdo, as amostras eram colocadas em estufa de esterilizacdo e
secagem, a 100 °C, por 30 minutos, em seguida colocadas no dessecador por mais 30
minutos para resfriamento e entdo pesadas novamente (PAE). O valor da porcentagem

de EE, na matéria natural, foi calculado pela seguinte formula:

_ PAS — PAE
~ (PAM + PBG)x100

EE

ONDE:
PAS: peso amostra seca

PAE: peso amostra extraida
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PAM: peso amostra
PBG: peso bag
Amostras com coeficiente de variagdo para porcentagem de gordura meédia

maiores que 20% entre as duplicatas foram repetidas, prevalecendo o valor da repeticao.

Analises estatisticas

O experimento foi realizado em um delineamento inteiramente casualizado.
Para caracterizacdo das carcacas e da carne das novilhas foi utilizado o procedimento
Univariate do SAS e realizados estudos de correlagdo Pearson entre as variaveis
analisadas. As carcacas das novilhas foram avaliadas em funcdo do sistema de
terminacdo (Confinamento ou Semiconfinamento) em um modelo linear com o
procedimento GLM do SAS. Ja o efeito da maturacdo sobre a qualidade da carne foi
analisado em um modelo contendo os efeitos fixos dos sistemas de terminagcdo
(confinamento vs semiconfinamento), da maturacdo e da interacdo entre os sistemas de
terminacdo e as maturagcdes. Para comparacdo entre as médias, utilizou-se o teste de

Tukey a 5% de significancia.

Anélises moleculares

Para as avaliacbes genotipicas foram coletadas 2g de amostras de tecido do
misculo Longissimus dorsi dos 148 animais, armazenados em tubo criogénico e
congelados a -20°C. O DNA gendmico foi extraido utilizando o método descrito por
Regitano e Coutinho (2001). Os DNAs foram quantificados por espectrofotometria em
aparelno NanoDrop (Thermo Scientific ND 1000) e a integridade foi verificada em gel
de agarose a 0,8%.

Os genes utilizados para associacdo foram FABP3 e FABP4. As sequéncias de
nucleotideos que codificam 0s genes bovinos FABP3 e FABP4 estdo depositadas no
banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information)
(httpZAmww.ncbi.nim.nih.gov/) sob o ndmero de identificacdo 281758 e 281759,
respectivamente.

Os SNPs FABP3-G/A (ldentificado por BLECHA (2014), em fase de registro)
e FABP4-G/C (RS 110383592) foram genotipados por PCR Tempo Real (Real Time
Polymerase Chain Reaction) utilizando o sistema TagMan® (Applied Biosystems). Os
oligonucleotideos e reporters foram utilizados na concentragio de 36 puM e 8 uM,

respectivamente, e suas sequéncias estdo dispostas na Tabela 3.
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Tabela 3. Sequéncia dos oligonucleotideos e reporteres utilizados na gPCR

Gene Iniciador Iniciador reverso Reporter 1 Reporter 2
direto
FABP3 GGTCATTGA  GAGGGAAGGGTA TCGCCTCTC TCGCCTCTC
GCCCCTTGT  TGAGCATGAG GCTCCAG ACTCCAG
ACT (VIC) (FAM)

FABP4 TGGGATGAC ACCATAAAGAGA AGAAGATAC AGAAGATAC
CTAGCACTA AAACTCGTGGAT TCACGAGCA TCACCAGCA
AAATCTAGA  GAT CC (VIC) CC (FAM)

A

VIC E FAM: Fluoroforos utilizados para marcar os nucleotideos dos SNPs. Adaptado de Blecha (2014).

As genotipagens foram realizadas em termociclador StepOne Plus (Applied
Biosystems, EUA) seguindo o programa padrdo “genotyping”. A mistura de reagentes
para genotipagem por PCR em Tempo Real foi padronizada para um volume final de 5
uL e constituida por 30 ng de DNA, 2,5 uL de Tag Man Master Mix e 0,125 uL de
Assay.

O programa de termociclagem da gPCR foi: 60°C por 30 segundos (Pré PCR Read),
95°C por 10 minutos (Holding stage), 95°C por 15 segundos e 60°C por um minuto, que
correspondem a um ciclo (Cycling stage), o qual foi repetido por 40 vezes e 60°C por 30
segundos (P6s PCR Read) em termociclador StepOne Plus (Applied Biosystems, EUA).

Para melhor agrupamento dos diferentes gendtipos foram inseridos em cada
placa controles positivos (amostras confirmadas de cada um dos gendtipos possiveis). E
para confirmacdo da pureza dos reagentes utilizados foram inseridos controles negativos
(&gua livre de DNAse e estéril no lugar de DNA).

A partir da identificacdo dos genotipos, foram calculadas, de acordo com Weir
(1996), as frequéncias genotipicas e alélicas. Foi realizado teste de equilibrio de Hardy-
Weinberg pelo pacote HardyWeinberg do R (R Core Team, 2016).0s desvios das
frequéncias observadas em relacdo as esperadas foram analisados a 5% de significancia.

As caracteristicas de carne e carcaca foram avaliadas em um modelo misto que
continha o efeito fixo dos marcadores moleculares e aleatorio do sistema de terminacéo
(Confinamento ou Semiconfinamento). Para avaliar o efeito substitutivo dos alelos de
cada marcador, 0 modelo foi similar ao anterior, porém cada marcador entrou de forma

isolada no modelo. O efeito aditivo dos marcadores sobre a qualidade da carne também
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foi avaliado em um segundo modelo contendo os efeitos fixos da maturagdo, dos
sistemas de terminagdo (confinamento vs semiconfinamento) e da interagdo entre 0S
sistemas de terminacdo e as maturagdes, assim como foi a espessura de gordura, o pH, o

grau de marmorizacdo Como Co-variaveis.



